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MUITO OBRIGADO  



Populações de alfa e beta-rizóbios de feijão-caupi naturalmente estabelecidas em solos do 

semiárido tropical 

 

 

RESUMO 

 

 

Recentemente, importantes contribuições para o avanço do conhecimento da ecologia e 

diversidade de micro-organismos em diferentes ecossistemas brasileiros tem levado ao 

enriquecimento da taxonomia de rizóbios, inclusive com a descrição de novas espécies de 

microssimbiontes. A grande diversidade de condições edafoclimáticas (tipos de solo, 

precipitação média anual, etc.) e de características da vegetação da caatinga, tornam esse bioma 

um campo vasto para estudos de ecologia de rizóbios e para buscas de novas estirpes elites para 

recomendação como inoculantes. Objetivou-se com este trabalho, avaliar as características das 

populações de alfa e beta-rizóbios naturalmente estabelecidas em solos do Semiárido de 

Pernambuco cobertos com vegetação nativa. Para a realização de uma amostragem 

representativa das diferentes condições edafoclimáticas, foram selecionados pontos em áreas 

com cobertura de caatinga densa (com pouca interferência antrópica) e nas principais classes 

de solos ocorrentes no bioma:  Argissolo, Neossolo Litólico, Neossolo Quartzarênico, Neossolo 

Regolítico, Latossolo, Luvissolo e Planossolo. As comunidades rizobianas nativas das amostras 

de solo coletadas foram acessadas em experimento em casa de vegetação utilizando o feijão-

caupi como planta-isca. Essa espécie foi escolhida por sua conhecida habilidade de estabelecer 

simbiose com comunidades de alfa e beta-rizóbios. Dos nódulos coletados no experimento de 

planta-isca foram obtidos 434 isolados, dos quais 338 foram positivos para a amplificação do 

gene nodC (nodC+). Em sua maioria são isolados de crescimento rápido, com metabolismo que 

acidifica o meio de cultura e produtores de muito muco. Os 338 isolados foram submetidos à 

Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), para avaliar a variabilidade 

genética da coleção nodC+. A análise conjunta dos perfis de restrição do 16S rRNA, obtida a 

partir das endonucleases HaeIII, MspI e Hin6I, permitiu a formação de 209 grupos a 100 % de 

similaridade, evidenciando grande variabilidade genética entre os isolados. A partir do 

dendrograma do ARDRA, determinou-se um “threshold” de 75 % de similaridade e, a partir 

desse agrupamento, selecionou-se representantes dos grupos (um total de 60) para serem 

submetidos à amplificação e sequenciamento do gene 16S rRNA. Dos 60 isolados, selecionou-

se, aleatoriamente, 30 para serem sequenciados os genes nodC, recA e gyrB. Levando em 

consideração o sequenciamento do 16S rRNA, Paraburkholderia (18) foi o gênero com maior 

número de isolados, seguido de Rhizobium (13) e Bradyrhizobium (10). Analisando a árvore 

com base nos 24 isolados com sequência de boa qualidade do gene recA, verificou-se que oito 

isolados fazem parte da classe das betaproteobactéria pertencentes ao gênero Paraburkholderia. 

Para os alfa-rizóbios, apenas 2 isolados agruparam com o gênero Rhizobium e 12 ficaram 

agrupados com Bradyrhizobium. A maioria dos isolados agrupados com o gênero 

Paraburkholderia na árvore do gene nodC apresentaram alta similaridade com as estirpes 

referência. Por apresentarem sequências de recA e gyrB divergentes, na árvore concatenada, os 

isolados C88-4 e C59-4 formaram um grupo com baixa similaridade com as estirpes de 

referência de beta-rizóbios. Em alfa-rizóbios o comportamento foi semelhante. Este padrão de 

agrupamento demonstra a elevada variabilidade genética dos isolados e aponta para a existencia 

de novos grupos taxonômicos dentre os isolados obtidos. 

 

Palavras-chave: ARDRA. Fixação biológica de nitrogênio. Leguminosa. Simbiose. Vigna 

unguiculata (L) Walp.. Caatinga. 

  



 

 

  



Populações de alfa e beta-rizóbios de feijão-caupi naturalmente estabelecidas em solos do 

semiárido tropical  

 

 

ABSTRACT 

 

 

Recently, significant contributions to the advancement of the knowledge of the ecology 

and diversity of microorganisms in different Brazilian ecosystems have led to the enrichment 

of the taxonomy of rhizobia, including the description of new species of microsymbionts. The 

great diversity of soil and climatic conditions (soil types, mean annual precipitation, etc.) and 

characteristics of the vegetation of the caatinga make this biome a vast field for studies of 

rhizobia ecology and for the search of new elite strains for a recommendation as inoculants. 

The objective of this work was to determine the characteristics of naturally occurring alpha and 

beta-rhizobia populations in Pernambuco semi-arid soils covered with native vegetation. To 

perform a representative sampling of the different edaphoclimatic conditions, points were 

selected in areas with dense caatinga cover (with little anthropic interference) and in the main 

soil classes occurring in the biome: Ultisols, Leptosols, Arenosols, Regosols, Oxisols, Alfisols 

and Planosols. The native rhizobial communities of the collected soil samples were accessed in 

a greenhouse experiment using the cowpea as bait plant. This species was chosen for its known 

ability to establish symbiosis with alpha and beta-rhizobia communities. Of the nodules 

collected in the bait-plant experiment, 434 were obtained, of which 338 were positive for nodC 

(nodC +) gene amplification. Most are fast-growing isolates, with a metabolism that acidifies 

the culture medium and producers of much mucus. The 338 isolates were submitted to 

Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) to evaluate the genetic variability 

of the nodC + collection. The analysis of the restriction profiles of the 16S rRNA obtained from 

the endonucleases HaeIII, MspI and Hin6I, allowed the formation of 209 groups at 100 % of 

similarity, evidencing a high genetic variability among the isolates. From the dendrogram of 

the ARDRA, a threshold of 75 % of similarity was determined and, from this grouping, 

representatives of the groups (a total of 60) were selected to be submitted to the amplification 

and sequencing of the 16S rRNA gene. Of the 60 isolates, 30 were randomly selected to be 

sequenced the nodC, recA and gyrB genes. Taking into consideration the sequencing of 16S, 

Paraburkholderia (18) was the genus with the highest number of isolates, followed by 

Rhizobium (13) and Bradyrhizobium (10). Analyzing the tree based on 24 isolates with a good 

sequence of the recA gene, it was verified that eight isolates belong to the class of 

betaproteobacteria belonging to the genus Paraburkholderia. For the alpha-rhizobia, only 2 

isolates grouped with the genus Rhizobium and 12 were grouped with Bradyrhizobium. Most 

of the isolates grouped with the genus Paraburkholderia in the nodC gene tree showed high 

similarity with the reference strains. Because of divergent recA and gyrB sequences in the 

concatenated tree, isolates C88-4 and C59-4 formed a group with low similarity to the reference 

strains of beta-rhizobia. In alpha-rhizobia the behavior was similar. This pattern of grouping 

demonstrates the high genetic variability of the isolates and points to the existence of new 

taxonomic groups among the isolates obtained. 

 

 

Keywords: ARDRA. Biological nitrogen fixation. Leguminous. Symbiosis. Vigna unguiculata 

(L) Walp.. Caatinga. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A maior região semiárida da América do Sul encontra-se no Brasil (KIILL et al., 2013). 

Abrange uma área de 980.000 km2 (GUSMÃO, 2016) que se distribui por estados como 

Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte, Sergipe e parte do 

norte do estado de Minas Gerais (CASTRO; CAVALCANTE, 2011; SIQUEIRA FILHO, 2012; 

ARAÚJO FILHO, 2013). A caatinga é, neste ambiente, a principal formação vegetal (LIMA 

JÚNIOR et al., 2014). O clima característico da região faz dessa vegetação a floresta seca mais 

extensa da América do Sul e com limites inteiramente restritos ao território brasileiro 

(PAREYN, 2013). 

A região é conhecida por suas adversidades climáticas, onde a escassez de água e a 

irregularidade temporal na distribuição das chuvas são muito comuns (QUEIROZ, 2009), e 

implicam diretamente na vegetação característica do bioma. Embora seus índices 

pluviométricos sejam baixos, e a evapotranspiração potencial possa alcançar os 2700 mm 

anuais (ARAÚJO FILHO, 2013), a caatinga apresenta grande variedade de paisagens e relativa 

riqueza biológica (ARAÚJO; SILVA, 2010), com solos extremamente diversos mesmo em 

escalas locais (SAMPAIO, 2010). 

Em regiões semiáridas, o principal fator limitando à produtividade agrícola, depois da 

restrição hídrica, é a deficiência de N. Yahdjian, Gherardi e Sala (2011) relataram que em 

regiões áridas e semiáridas, a limitação do N é um fenômeno generalizado. Assim, as incertezas 

climáticas e o alto custo dos insumos tem contribuído para a redução da aplicação de 

fertilizantes nitrogenados por agricultores familiares no Semiárido brasileiro e 

consequentemente para a redução da produtividade. Uma alternativa para aumentar a 

produtividade sem aplicação de fertilizantes químicos seria a inclusão de estirpes de rizóbios 

eficientes e adaptadas às condições locais, uso de espécies de leguminosas com potencial para 

a FBN e o manejo adequado da FBN nos sistemas agrícola e florestal. 

Assim, estudos prévios que envolvem a caracterização fenotípica, bioquímica e 

molecular dos microssimbiontes responsáveis pela FBN em simbiose com leguminosas são 

importantes, para, a partir daí, realizar as etapas de avaliações quanto ao potencial simbiótico 

desses micro-organismos.  

Na caatinga, a distribuição de leguminosas tem forte influência do tipo de substrato, 

com floras bem distintas entre áreas de embasamento cristalino e sedimentos arenosos 

(CARDOSO; QUEIROZ, 2007; COSTA et al., 2015). Juntamente com a variabilidade de 

condições edafoclimáticas, a diversidade de espécies de leguminosas da caatinga pode 
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proporcionar a manutenção de uma também igual diversa população de rizóbios nos solos do 

bioma. Estudos apontam que os solos do Semiárido brasileiro abrigam alta diversidade de 

rizóbio (SANTOS et al., 2007a; MARTINS et al., 1997; TEIXEIRA et al., 2010; FREITAS et 

al., 2014), mas informações sobre a estrutura dessas populações em estudos mais 

representativos são escassas.  

Embora seja um bioma com grande diversidade de leguminosas, apenas poucas das 

espécies nativas da caatinga foram estudadas quanto à sua capacidade de FBN (TEIXEIRA et 

al., 2006; FREITAS et al., 2010; FREITAS et al., 2012b; SOUZA et al., 2012b) e às 

características de seus microssimbiontes (TEIXEIRA et al., 2010; REIS JÚNIOR et al., 2010; 

FREITAS et al., 2014; MARTINS et al., 2015; MENEZES et al., 2016). Assim, informações 

sobre a diversidade morfofisiológica e molecular de populações de bactérias nativas de solos 

dos diversos ambientes que compõem a caatinga ainda é desconhecida. 

O que tem sido visto é que, muitas contribuições vêm sendo feitas no avanço do 

conhecimento da ecologia e diversidade de rizóbios em outros ecossistemas brasileiros, que 

inclusive levaram ao enriquecimento da taxonomia de rizóbios. Ao longo dos últimos anos, 

novas espécies de rizóbios foram descritas a partir de solos do Brasil, a exemplo: 

Bradyrhizobium manausense (SILVA et al., 2014), Bradyrhizobium neotropicale (ZILLI et al., 

2014), Bradyrhizobium ingae, Microvirga vignae (RADL et al., 2014), Rhizobium leucaenae 

(RIBEIRO et al., 2012), Rhizobium freirei (DALL'AGNOL et al., 2013), Rhizobium 

paranaense (DALL'AGNOL et al., 2014). A espécie Microvirga vignae foi isolada a partir de 

solo do Semiárido brasileiro e mostrou potencial para promoção da produtividade de grãos de 

feijão-caupi via FBN (SILVA JÚNIOR et al., 2014). A descoberta de um novo membro do 

gênero Microvirga (uma alfa - proteobacteria) como simbionte eficiente de feijão-caupi em solo 

do Semiárido brasileiro aponta para um recurso ainda pouco explorado, tanto em termos de 

conhecimento (biodiversidade) como de aplicação biotecnológica (inoculantes microbianos). 

 Diante disso, visando traçar o perfil das populações de rizóbios estabelecidas na região, 

utilizou-se o feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) como planta-isca não apenas por ser 

uma espécie de ampla faixa hospedeira (apresentando o caráter simbiótico de nodular com alfa 

e beta-rizóbios), mas também por ser estratégica para a gestão da FBN em sistemas agrícolas 

na região semiárida.  
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1.1 Hipóteses 

 

- Diferentes condições edafoclimáticas e de fitofisionomia do bioma Caatinga condicionam 

populações de rizóbios também diferenciadas. 

 

- Solos do Semiárido brasileiro cobertos com vegetação nativa abrigam populações de rizóbios 

muito diversa. 

 

1.2 Objetivo geral 

 

Avaliar as características das populações de alfa e beta-rizóbios naturalmente 

estabelecidas em solos do Semiárido de Pernambuco cobertos com vegetação nativa. 

 

1.3 Objetivos específicos 

 

- Selecionar pontos amostrais representativos das principais condições edafoclimáticas 

do Semiárido de Pernambuco que apresentem cobertura de caatinga densa. 

- Obter e caracterizar fenotipicamente uma coleção de rizóbios naturalmente 

estabelecidos em solos do Semiárido de Pernambuco, utilizando feijão-caupi como planta-isca. 

- Determinar a diversidade e a estrutura genética de rizóbios naturalmente estabelecidos 

em solos do Semiárido de Pernambuco. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Caatinga: localização, distribuição, condições edafoclimáticas e aspectos da vegetação 

 

O Semiárido brasileiro é o mais extenso da América do Sul (KIILL; TERAO; 

ALVAREZ, 2013). Seu espaço geográfico de 980.000 km2 (GUSMÃO, 2016) distribui-se por 

quase todos os estados da Região Nordeste do Brasil (Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, 

Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte e Sergipe), abrangendo ainda parte do norte do estado 

de Minas Gerais (CASTRO; CAVALCANTE, 2011; SIQUEIRA FILHO, 2012; ARAÚJO 

FILHO, 2013). Nesta região, a principal formação vegetal é a caatinga (LIMA JÚNIOR et al., 

2014), que originalmente ocupava uma superfície de aproximadamente 850.000 km2 

(QUEIROZ, 2009), correspondendo a mais de 86 % da área coberta pelo Semiárido brasileiro. 

Segundo Pareyn (2013), a caatinga é a floresta seca mais extensa da América do Sul e tem seus 

limites inteiramente restritos ao território nacional. 

As condições climáticas do bioma, como escassez de água durante uma grande parte do 

ano e a irregularidade temporal na distribuição das chuvas, implicam especialmente na 

vegetação característica da caatinga (QUEIROZ, 2009). Seus índices pluviométricos são 

baixos, com precipitações entre 250 e 800 mm ano-1 (GUSMÃO et al., 2016). Em anos atípicos, 

muito chuvosos ou muito secos, a precipitação pode ultrapassar os 1000 mm ou ser inferior a 

200 mm, respectivamente (MAIA, 2012).  

Duas estações bastante distintas ficam bem delimitadas com a sazonalidade climática 

característica: uma estação chuvosa curta, com duração de três a cinco meses, e uma longa 

estação seca, o restante do ano (LIMA, 2012). Quanto a temperatura, a região é caracterizada 

por médias anuais elevadas, em torno de 27 ºC (GUSMÃO et al., 2016), mas é possível, em 

serras e chapadas com altitudes acima de 500 m, verificar temperaturas mais baixas (ALVES; 

ARAÚJO; NASCIMENTO, 2009). No entanto, embora esteja inteiramente localizada no 

Semiárido nordestino, sob condições de clima quente e seco, com evapotranspiração potencial 

que pode alcançar os 2.700 mm anuais (ARAÚJO FILHO, 2013), a caatinga apresenta grande 

variedade de paisagens e relativa riqueza biológica (ARAÚJO; SILVA, 2010).  

Os solos da caatinga, mesmo em escalas locais, são extremamente diversos (QUEIROZ, 

2009), apresentando a maior variabilidade do país (SAMPAIO, 2010). Ao longo de toda sua 

extensão, é possível encontrar solos que se originam tanto de formações geológicas cristalinas 

quanto de formações geológicas sedimentares (ALVES et al., 2009). Em sua maioria, são solos 

rasos (pouco desenvolvidos) (ARAÚJO; SOUZA, 2011) e com afloramentos rochosos (ALVES 
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et al., 2009). Latossolo, Luvissolo, Argissolo, Neossolo Quartzarênico, Vertissolos, Neossolo 

Litólico, Planossolos, Neossolo Regolítico e Cambissolos são as classes de solos mais 

representativas do Semiárido brasileiro (RIBEIRO; SAMPAIO; GALINDO, 2009; ARAÚJO 

FILHO, 2013). Quanto ao relevo, a principal feição geomorfológica corresponde à das grandes 

depressões, também conhecida como depressão sertaneja (QUEIROZ, 2009). Assim, a 

diversificação em paisagens e tipos vegetacionais da caatinga é justificada, em parte, pelas 

variações geomorfológicas, climáticas e topográficas, que influenciam a distribuição, riqueza e 

diversidade de suas espécies vegetais (ARAÚJO FILHO, 2013). 

A maioria das espécies da caatinga perdem suas folhas durante certa época do ano. A 

perda das folhas ao longo da paisagem seca faz com que os troncos esbranquiçados e brilhosos 

fiquem expostos, tornando o ambiente com um aspecto acinzentado e claro da vegetação 

(ALVES, 2007). Segundo esse mesmo autor, essa característica deve ter levado ao termo 

“caatinga”, que, em tupi-guarani, significa “mata branca”. É uma formação vegetal bastante 

heterogênea (MAIA, 2012) que varia de aberta a arbustiva até fechada e florestal (SANTOS et 

al., 2013). Suas espécies vegetais são xerófilas (ALVES et al., 2009), herbáceas, arbustivas e 

arbóreas de pequeno porte, geralmente dotadas de espinhos (ARAÚJO FILHO, 2013). 

Devido às adversidades climáticas da região, muitos vegetais ocorrentes nesse ambiente 

desenvolveram estratégias adaptativas. Em algumas espécies, a perda de água é minimizada 

pela redução da superfície foliar que ocorre tanto com a perda da folha ou sua transformação 

em espinhos, quanto pela presença de folhas compostas com folíolos reduzidos (QUEIROZ, 

2009). Outras estratégias desenvolvidas por alguns vegetais são o armazenamento de água, que 

pode ser realizado em caules (barriguda), tecidos verdes (cactáceas) e raízes (umbuzeiro) 

(MAIA, 2012), e a presença de entrecasca clorofilada que consegue manter um certo nível de 

atividade fotossintética mesmo estando sem folhas (QUEIROZ, 2009). 

Ao longo dos últimos anos houve um acréscimo considerável no número de espécies 

vegetais da caatinga, de modo que, mais de 4600 espécies já foram catalogadas, das quais 913 

são endêmicas (ZAPPI et al., 2015). Espécies pertencentes aos gêneros Mimosa, Acacia, 

Caesalpiniae, Senna, Croton, Cnidoscolus, Jatropha, Cereus, Pilosocereus, Melocactus e 

Tacinga, são as mais representativas na composição do estrato arbóreo e arbustivo da caatinga 

(QUEIROZ, 2006). Nesse bioma, Fabaceae é uma das famílias mais importantes devido a sua 

grande contribuição para a diversidade florística (QUEIROZ, 2009), já que estão catalogadas 

mais de 600 espécies de leguminosas (ZAPPI et al., 2015), e com alto grau de endemismo 

(QUEIROZ, 2006). 
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2.2 Feijão-caupi: aspectos gerais  

 

Dentro do gênero Vigna, a espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e espécies silvestres, 

mesmo geneticamente mais próximas, apresentam grande variabilidade genética. Segundo 

Freire Filho (2011), provavelmente essa tenha sido a razão que inicialmente dificultou a 

classificação da espécie domesticada. Um reflexo dessa dificuldade é que nas primeiras 

classificações o feijão-caupi foi incluído em gêneros como Phaseolus e Dolichos. Hoje, sua 

classificação no gênero Vigna é mundialmente aceita (FREIRE FILHO, 1988). 

A nível de espécie, muitas classificações também foram realizadas até que se chegasse 

à atual. Assim, a classificação cientificamente aceita é que o feijão-caupi é uma planta 

Dicotyledonea, da ordem Fabales, família Fabaceae, subfamília Faboideae, tribo Phaseoleae, 

subtribo Phaseolineae, gênero Vigna, subgênero Vigna, secção Catyang, espécie Vigna 

unguiculata (L.) Walp., subespécie unguiculata e subdivisão em quatro cultigrupos 

(Unguiculata, Sesquipedalis, Biflora e Textilis) (PADULOSI; NG, 1997; SMARTT, 1990; 

VERDCOURT, 1970). Os cultigrupos ocorrentes no Brasil são: Unguiculata, utilizado tanto 

para a produção de grão seco quanto verde, e Sesquipedalis, comumente conhecido como 

feijão-de-metro e cultivado para a produção de vagem (FREIRE FILHO, 2011). 

O feijão-caupi apresenta-se em diversas cores, formas e nomes. Feijão-macassa é 

provavelmente a denominação mais antiga e difundida no Brasil. Outras denominações são: 

feijão-de-corda; feijão-vigna; feijão-de-praia; caupi (trata-se do aportuguesamento do nome 

“cowpea”, palavra em inglês que traduzido significa ervilha-de-vaca); feijão-fradinho; feijão-

da-colônia; feijão-manteiga; feijão-verde; feijão-de-estrada; feijão-miúdo; feijão-pardo; feijão-

coquinho (FREIRE FILHO; CARDOSO; ARAÚJO, 1983), feijão-gurutuba; feijão-catador 

(FREIRE FILHO, 2011). 

Alguns países e regiões levantados na literatura por Steele e Mehra (1980) são sugeridos 

como centro de origem da espécie Vigna unguiculata (L.) Walp., tais como: Oeste da África; 

centro e sul da África; Oeste e centro da África; África e Etiópia; Índia e África; Noroeste da 

Índia, Paquistão e Irã; Índia e Etiópia; Índia. Os mesmos autores constataram que, mesmo 

havendo muitas possibilidades do centro de origem da espécie, regiões da África são maioria 

entre as diversas proposições citadas. Sendo assim, há um consenso de que o feijão-caupi seja 

de origem africana. Além disso, um fato que fortalece ainda mais essa teoria é que as formas 

selvagens da espécie não têm sido encontradas fora do continente africano.  

As migrações e rotas comerciais favoreceram a dispersão do feijão-caupi para outras 

regiões do continente africano bem como para outros continentes. No continente americano, 



27 

 

por exemplo, o feijão-caupi foi introduzido por colonizadores espanhóis e portugueses ainda na 

segunda metade do século XVI. Após ser difundido nas colônias espanholas, o feijão-caupi foi 

introduzido no Brasil provavelmente pelo estado da Bahia (FREIRE FILHO, 2011). Sua 

disseminação no país ocorreu em paralelo à colonização, de modo que seu cultivo passou a ser 

praticado em todas as regiões. Diante da oportunidade de cultivar vários tipos de feijões, como 

fava (Phaseolus lunatus (L.)) e feijão comum (Phaseolus vulgaris (L.)), possivelmente aliado 

a outros fatores, fez com que os agricultores passassem a cultivar com maior frequência aquelas 

espécies com maior aceitação e mais adaptadas às suas regiões. Isso fez com que o cultivo do 

feijão-caupi se concentrasse nas regiões Norte e Nordeste do Brasil (FREIRE FILHO, 1988). 

 Segundo dados da FAO (FAOSTAT, 2017), a área plantada com feijão-caupi no ano 

de 2017 foi de 12,5 milhões de hectares (ha), o que correspondeu a uma produção mundial de 

7,4 milhões de toneladas do grão seco. Esse mesmo levantamento aponta o continente africano 

como o maior produtor mundial de feijão-caupi (95,9%), com destaque para a Nigéria (3,4 

milhoes de toneladas), Niger (1,9 milhoes de toneladas) e Burkina Faso (603 mil toneladas). 

 No Brasil, ao longo dos ultimos anos, o feijão-caupi tem adquirido maior expressão 

econômica principalmente com a expansão das áreas de cultivo em direção ao cerrado (SILVA 

JÚNIOR et al., 2018). Nessas áreas a cultura tem sido introduzida na “safrinha” e até mesmo 

como cultura principal (FREIRE FILHO, 2011). Resultados preliminares apresentados pelo 

IBGE (2018) no último censo agropecuário, apontam Mato Grosso, Minas Gerais e Ceará como 

os estados com maior produção. 

 O cultivo  no estado do Mato Grosso tem sido cada vez mais frequente (SILVA 

JÚNIOR et al., 2018). Com isso, a expansão das áreas têm feito com que seu cultivo seja 

praticado não apenas por pequenos, mas também por médios e grandes produtores que, 

consequentemente, passaram a utilizar maior aporte tecnológico. O emprego de tecnologias que 

permitem à expressão do potencial produtivo da cultura, como a irrigação,  têm sido um 

diferencial para a produtividade em alguns estados. No Mato Grosso, por exemplo, a 

produtividade alcançada na safra 2018/2019 foi superior a 1.000 kg ha-1 (Safra 2018/2019), 

enquanto a produtividade média do Brasil foi de 516 kg ha-1 (CONAB, 2019). 

 Embora a maior produção tenha sido atribuída ao estado do Mato Grosso (região 

Centro-Oeste), o maior número de estabelecimentos agropecuários produtores de feijão-caupi 

encontra-se na região Nordeste. Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Paraíba, Pernambuco, Piauí 

e Rio Grande do Norte são oito dos dez estados listados com o maior número de 

estabelecimentos agropecuários produtores da cultura (IBGE, 2018). Nessa região, a maior 

produção tem sido do cultivo por pequenos agricultores, caracterizando, muitas vezes, uma 
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agricultura de base familiar. Devido ao seu alto valor nutritivo (principalmente como fonte de 

proteína) e ampla adaptabilidade às condições tropicais, a cultura assume grande importância 

na fixação de mão-de-obra e geração de emprego e renda no campo. Segundo Nascimento et 

al. (2010), o feijão-caupi é a cultura granífera de maior importância para o Semiárido brasileiro, 

principalmente por ser uma das principais culturas de subsistência. 

 Conforme informação disponível no Registro Nacional de Cultivares do Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA, atualmente 47 cultivares de feijão-caupi 

encontram-se registradas para o cultivo no Brasil. Alguns exemplos são: BRS Pujante, BRS 

Potiguar, BRS Rouxinol, BRS Guariba, BRS-Marataoã, BR 17-Gurguéia, BRS – Mazagão, 

BRS Pajeu, BRS Xiquexique, IPA 205, BR 14-Mulato, BRS Novaera, BRS Carijó, BRS 

Tapaihum, IPA 206 e BRS Imponente (BRASIL, 2019). Além destes, muitos outros genótipos 

crioulos são cultivados em diversos estados, tais como: Comercio Crato, Costelão, Canapu 

Ligeiro, Canapu Verdadeiro, Zé Matias e Beira Rio, cultivadas no Cariri Cearense (BEZERRA 

et al., 2017), Sedinha, Corujinha, Canapu, Sempre Verde e Azul, cultivadas em comunidades 

de agricultores familiares do agreste da Paraíba (VIEIRA et al., 2010; FREITAS; SILVA; 

SAMPAIO, 2012). 

   

2.3 Nitrogênio: um elemento essencial na nutrição de plantas 

 

O maior reservatório de nitrogênio (N) do planeta é a litosfera, que contêm uma massa 

de 1 x 1023 g de N (98 % do N existente). A atmosfera, segundo maior reservatório, tem um 

estoque estimado em 3,9 x 1021 g de N (78 % do seu volume) na forma de nitrogênio molecular 

(N2) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), um gás quimicamente muito estável. Sua baixa 

reatividade química, decorrente da ligação covalente existente entre os átomos da molécula 

(N≡N), impede que esse gás seja diretamente utilizado por plantas e animais (BRADY; WEIL, 

2013). 

A conversão do N2 em formas reativas, que inclui qualquer outra forma de N 

prontamente disponível aos organismos vivos, ocorre por processos naturais (ação de descargas 

elétricas e fixação biológica de nitrogênio (FBN)) ou pela industrialização (também chamado 

de processo Haber-Bosch). Por outro lado, conforme exposto por Trivelin e Franco (2011), têm-

se como saídas: remoção e exportação pelas colheitas; perda na forma de óxidos (N2O, NO, 

NO2), amônia e N2 decorrente da queima de restos culturais; lixiviação de formas minerais 

(especialmente o nitrato (NO3
-)); desnitrificação e perdas gasosas por volatilização e folhagens. 
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Embora não seja considerada uma forma de perda, a imobilização deixa o nutriente 

temporariamente indisponível. 

Em sistemas agrícolas e naturais, a matéria orgânica do solo (MOS) é uma importante 

fonte desse nutriente. A maior parte do N do solo (95 % do N total) encontra-se em diferentes 

moléculas orgânicas. A fração inorgânica é constituída principalmente por NH4
+ e NO3

-, porém, 

em algumas situações, é possível constatar a presença de nitrito (NO2
-). A presença de gases 

como o N2, mesmo que sendo em proporções menores, também é constatada na atmosfera e 

solução do solo. As reações que envolvem o N ligado a MOS são predominantemente mediadas 

por micro-organismos, os quais, são diretamente afetados por condições ambientais e climáticas 

(CANTARELLA, 2007). 

Ao levar em consideração todos os elementos que passam pelo sistema solo-planta-

atmosfera, o N é, sem dúvidas, o elemento que passa pelo maior número de transformações 

bioquímicas. Três subciclos estão inseridos no seu ciclo universal, os quais são denominados 

de elementar, autotrófico e heterotrófico. O subciclo elementar é representado pela 

desnitrificação e FBN, envolvendo, portanto, a conexão de organismos e compartimentos como 

a atmosfera. O subciclo autotrófico inclui o metabolismo das plantas, cuja atividade produz 

substratos primários que podem ser utilizados por indivíduos do subciclo heterotrófico (micro-

organismos decompositores) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).  

Na natureza o N apresenta-se em seis níveis de oxidação ou estado de valência: NH3 

(amônia; valência -3); HONH2 (hidroxilamina; valência -1); N2 (dinitrogênio; valência 0); HNO 

(nitroxila; valência +1); NO2
- (nitrito; valência +3) e NO3

- (nitrato; valência +5). Essa 

característica faz com que o N desempenhe seu complexo papel nos processos vitais 

(TRIVELIN; FRANCO, 2011). 

Por fazer parte de múltiplas funções na planta (metabólicas e estruturais), o N é o 

macronutriente requerido em maior quantidade pela maioria das espécies cultivadas 

(CANTARELLA, 2007), na ordem de g kg-1 de matéria seca do vegetal (DECHEN; 

NACHTIGALL, 2007). Alguns componentes nitrogenados de importância incluem proteínas, 

ácidos nucleicos e clorofila (BRADY e WEIL, 2013). Sua participação na massa de material 

vegetal seco fica entre 1 e 3 % que, ao somar-se aos elementos carbono (C), hidrogênio (H) e 

oxigênio (O), passam a representar, juntos, mais de 90 % dessa matéria (TRIVELIN; FRANCO, 

2011), sendo, portanto, o quarto elemento mais abundante nas plantas (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006; SANTOS et al., 2008). Sua absorção pelos vegetais tem sido principalmente 

nas formas iônicas (NH4
+ e NO3

-) (SANTOS et al., 2008; BRADY; WEIL, 2013). 
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Por ser um dos elementos que mais tem limitado à produtividade das culturas, tornou-

se cada vez mais frequente o uso de fertilizantes nitrogenados industrializados, representando, 

portanto, um dos mais altos custos de produção para o agricultor. Diante disso, muitos estudos 

são realizados a fim de encontrar a melhor dose (VASCONCELOS et al., 2015; LIMA et al., 

2016), fonte (LORENSINI et al., 2014; MARCON et al., 2017) e época de aplicação do 

elemento (SOUZA et al., 2012a; NASCENTE et al., 2017), em diferentes culturas, com a 

finalidade de se obter o melhor aproveitamento e, consequentemente, reduzir os custos de 

produção. 

Além do alto custo de produção, esses fertilizantes são responsáveis por causar impactos 

ambientais. Diante disso, muito tem sido feito em relação à busca por microssimbiontes 

competitivos e eficientes na FBN. Por ser um processo de baixo custo e ecologicamente correto, 

a FBN têm proporcionado em culturas como a soja (Glycine max (L.)), uma economia de 

bilhões de dólares pela redução do uso de fertilizantes nitrogenados industrializados. Observa-

se, além disso, que os ganhos com a FBN vão além da redução dos custos de produção, é um 

processo que traz benefícios ecológicos. 

 

2.4 Fixação biológica de nitrogênio 

 

A FBN é considerada por muitos estudiosos como o segundo processo biológico mais 

importante do planeta, sendo superada apenas pela fotossíntese (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; 

CANTARELLA, 2007; REIS-JÚNIOR et al., 2011; ZAGO et al., 2018). O processo é 

caracterizado pela redução do nitrogênio molecular (N2) a amônia (NH3), uma forma inorgânica 

combinada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; HOFFMANN, 2007; CANTARELLA, 2007), que, 

posteriormente, é convertida em outras formas reativas (orgânicas e inorgânicas), essenciais em 

sistemas biológicos. Esse processo é catalisado por alguns procariotos cujo principal hábitat é 

o solo (HUNGRIA et al., 2015), e só é possível graças a capacidade que esses micro-organismos 

têm de sintetizar a nitrogenase, um complexo enzimático responsável por transferir elétrons até 

a completa redução do N2.  

Duas unidades básicas fazem parte da nitrogenase: uma Fe-proteína, que acopla a 

hidrólise de ATP para que ocorra a transferência de elétrons durante a reação, e FeMo-proteína, 

que fornece o sítio ativo para que o substrato seja reduzido (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; 

BALDANI et al., 2009). No entanto, para que a FBN seja possível, além da nitrogenase, se 

fazem necessários a presença de redutores fortes (ferrodoxina e flavodoxina) e uma via 

assimilatória de NH3 (CORDEIRO, 2004). Devido à baixa especificidade por substrato, além 
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do N2, a nitrogenase também é capaz de reduzir outras moléculas com tripla ligação. Essa 

habilidade tem possibilitado a avaliação qualitativa da atividade da enzima por meio da redução 

do acetileno (REIS et al., 2010). É uma enzima que atua em temperatura ambiente e pressão 

normal (SANTOS et al., 2008). 

Embora muitos genes estejam envolvidos na FBN, os genes fix, nif, e nod têm sido 

relatados como os principais envolvidos no processo (SHAMSELDIN, 2013). Os genes fix são 

responsáveis pela regulação da transcrição dos genes nif, que, por sua vez, estão envolvidos na 

biossíntese, estrutura e regulação da nitrogenase. Os genes nod, como o próprio nome sugere, 

são requeridos para a nodulação, e só são encontrados em bactérias formadoras de nódulos 

(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Estão, portanto, envolvidos na síntese dos chamados fatores 

da nodulação (Fator nod), que são os lipo-quito-oligossacarideos (LQO) (CASSETARI; 

SILVA; CARDOSO, 2016). 

A parcela de procariotos que realiza a FBN, também conhecidos como diazotróficos, 

pode realizar o processo de três diferentes formas. São micro-organismos que realizam a FBN 

desde em vida livre, utilizando fontes de carbono prontamente disponíveis no ambiente, sem a 

necessidade de um hospedeiro, até aqueles que estabelecem relações mais específicas ao habitar 

a superfície ou o interior de tecidos vegetais (associativos facultativos ou obrigatórios), ou 

mesmo apresentar uma relação ainda mais específica com algumas espécies de leguminosas 

(simbiontes) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; MOREIRA et al., 2010; REIS et al., 2010). 

Devido à importância dos diazotróficos para o suprimento de N em diversos 

ecossistemas, muitas espécies já foram descritas, tais como: Rhizobium leguminosarum, R. 

endophyticum, Ensifer meliloti, Microvirga zambiensis, Azorhizobium caulinodans, 

Bradyrhizóbium japonicum, B. elkanii, Burkholderia tuberum, Cupriavidus taiwanensis 

(BERRADA; BENBRAHIM, 2014), Herbaspirillum seropedicae, Beijerinckia fluminensis, 

Burkholderia vietnamiensis, Azospirillum brasiliense, Enterobacter spp., Pseudomonas spp. 

(MOREIRA et al., 2010), Beijerinckia indica, Azotobacter chroococcum, A. paspali 

(OLIVEIRA et al., 2008), Rhodobacter capsulatus (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) e Derxia 

spp. (MOREIRA et al., 2010), entre outras. Com o advento e a popularização de técnicas de 

biologia molecular, a melhor compreensão da taxonomia destes micro-organismos tem crescido 

significativamente a cada ano. O estudo da diversidade não tem sido o único foco, a busca por 

indivíduos eficientes na FBN também tem sido relatada na literatura (COSTA et al., 2014a; 

MARINHO et al., 2014).  

Entre as espécies de leguminosas, a soja é uma das culturas que tem recebido grande 

contribuição da FBN no Brasil (REIS-JÚNIOR et al., 2011). Os mesmos autores relataram que 
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para produzir 1000 kg de soja, com 6,5 % de N (grãos + parte vegetativa), são necessários, pelo 

menos, 80 kg de N e que a contribuição da FBN para a cultura é algo em torno de 85 % do N 

total acumulado. Sendo assim, levando em consideração a produtividade média de 3333 kg ha-

1 alcançada na safra 2017/2018 (CONAB, 2019), seriam necessários cerca de 266 kg de N ha-

1. A parcela de contribuição da FBN seria, portanto, cerca de 226 kg de N ha-1, o equivalente a 

502 kg de ureia ha-1 uma vez que esse fertilizante contém 45 % de N. Com a cotação da ureia a 

390 U$ t-1 (Cotação em outubro de 2017), seriam gastos 6,8 bilhões de dólares apenas com o 

uso de ureia nos 35 milhões de ha cultivados com soja no Brasil (CONAB, 2019). Se levarmos 

em consideração que o aproveitamento do fertilizante nitrogenado é de aproximadamente 50 

%, devido a processos de imobilização, perdas por volatilização, desnitrificação e lixiviação, 

essa economia seria de 13,6 bilhões de dólares. 

Esse sucesso só foi possível pois desde a introdução da cultura no Brasil, na década de 

1950, um processo de seleção de estirpes de rizóbio eficientes para a soja foi sendo realizado 

concomitantemente ao melhoramento genético da cultura, sendo a responsividade dos 

genótipos à inoculação com rizóbios uma característica avaliada na seleção (FREIRE; 

VERNETTI, 1999). Atualmente, as respostas menos consistentes à tecnologia de inoculação de 

algumas leguminosas tropicais cultivadas no Brasil, como o feijoeiro-comum e o feijão-caupi, 

se deve em parte, à ausência da incorporação da FBN nos programas de seleção e melhoramento 

genético desde há vários anos. Para estas culturas, a seleção das características relativas à FBN 

está sendo incorporado tardiamente ao melhoramento genético (ALCÂNTARA et al., 2014; 

KNUPP; FERREIRA; ARAÚJO, 2017) o que levará alguns anos para a disseminação desta 

característica na genética destas espécies disponíveis aos produtores. 

 

2.5 Fixação biológica de nitrogênio em feijão-caupi 

 

Visando potencializar a produtividade e tornar seu cultivo mais sustentável, atualmente 

quatro estirpes de rizóbios encontram-se autorizadas para a produção de inoculantes comerciais 

destinados à cultura do feijão-caupi no Brasil, a saber: INPA3-11B (SEMIA 6463) e UFLA 3-

84 (SEMIA 6461) (LACERDA et al., 2004) (provenientes da coleção de bactérias do Setor de 

Biologia, Microbiologia e Processos Biológicos do Solo – SBMPBS da Universidade Federal 

de Lavras – UFLA); BR 3267 (SEMIA 6462) (MARTINS et al., 2003) e BR 3262 (SEMIA 

6464) (ZILLI et al., 2009) (oriundas do Centro de Recursos Genéticos Johanna 

Döbereiner/CRB-JD da Embrapa Agrobiologia). Após serem aprovadas pela Rede de 

Laboratórios para Recomendação, Padronização e Difusão de Tecnologia de Inoculantes 
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Microbianos de Interesse Agrícola - RELARE, as estirpes foram reconhecidas pelo Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), e incluídas na listagem oficial de bactérias 

autorizadas para a produção de inoculantes no anexo I da Instrução Normativa nº 13, de 24 de 

março de 2011 (BRASIL, 2011). 

As quatro estirpes recomendadas para a cultura do feijão-caupi pertencem ao gênero 

Bradyrhizobium, sendo: INPA 03‑11B e UFLA 03‑84, ambos Bradyrhizobium sp. (SILVA 

JÚNIOR et al., 2018), BR 3267 (Bradyrhizobium yuanmingense) e BR 3262 (Bradyrhizobium 

pachyrhizi) que foram identificadas recentemente a nível de espécie por Leite et al. (2018). A 

planta hospedeira utilizada para a obtenção dos nódulos e posterior isolamento da BR 3262, BR 

3267 e ULFA 3-84 foi o feijão-caupi, enquanto que para a INPA3-11B foi a Centrosema sp.. A 

estirpe BR 3267 foi isolada de solo do Semiárido pernambucano no município de Petrolina e a 

BR 3262 de solo de um Sistema Integrado de Produção Agroecológica em Seropédica, RJ. 

Terra firme (Manaus, AM) e pastagem (Ji-Paraná) foram os sistemas de uso da terra de onde as 

estirpes INPA3-11B e ULFA 3-84 foram obtidas, respectivamente. 

Desde que as condições sejam adequadas para o estabelecimento da simbiose, todas as 

estirpes autorizadas para a produção de inoculantes comerciais destinados à cultura do feijão-

caupi são capazes de proporcionar incrementos na produtividade. No entanto, fatores como 

temperatura, disponibilidade de nutrientes, déficit hídrico e competitividade com micro-

organismos nativos são alguns dos fatores citados por Ferreira et al. (2013), que podem limitar 

a (FBN) e, consequentemente, a eficiência da inoculação de estirpes recomendadas. Marinho et 

al. (2017), estudando a eficiência agronômica de rizóbios de feijão-caupi, variedade BRS 17 

Gurguéia, verificaram que a estirpe BR 3267 proporcionou produtividade de 2007 kg ha-1, 30 

% a mais em relação ao tratamento que recebeu nitrogênio mineral. Ganhos de produtividade 

também foram verificados por Gualter et al. (2011) ao estudar a eficiência agronômica de 

estirpes de rizóbio na região da Pré-Amazônia maranhense. Segundo os autores, as estirpes BR 

3262 e INPA3-11 apresentaram desempenho semelhante ao tratamento nitrogenado e superior 

à população nativa. Conforme citado anteriormente, nem sempre a prática da inoculação vai 

garantir aumento na produtividade. Costa et al. (2014a) verificaram baixos rendimentos com a 

inoculação das estirpes INPA3-11B, BR 3267 e BR 3262. 

Chaves et al. (2018) verificaram que a estirpe BR3262 promoveu rendimento de grãos 

11 % superior à aplicação de 30 kg ha-1 de nitrogênio na forma mineral. Segundo Silva-Júnior 

et al. (2018), a inoculação de feijão-caupi com estirpes referência na região do Cerrado pode 

incrementar a FBN e o rendimento de grãos da cultura mesmo quando há uma população 

estabelecida de rizóbios provenientes do cultivo de soja. Freitas et al. (2012a), avaliando o 
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potencial de FBN em 6 variedades de feijão-caupi, observaram que do total de N absorvido por 

cada variedade, mais de 40 % foi derivado da FBN. Para a variedade costela de vaca, 79 % do 

N absorvido foi via FBN, representando um aporte de 45 kg ha-1 de N. Em estudo realizado por 

Nascimento et al. (2010), dos 13 isolados de rizóbios nativos de solos da região semiárida da 

Paraíba, 12 foram tão eficientes quanto a estirpe BR3267, recomendada para a cultura do feijão-

caupi. 

A eficiência agronômica de rizóbios inoculados em feijão-caupi (cv BR 17 Gurguéia) 

também foi verificada por Almeida et al. (2010). Os autores constataram que a estirpe BR3299T 

de Microvirga vignae foi tão eficiente em promover a produtividade da cultura quanto às 

estirpes recomendadas INPA3-11B, BR3267 e BR3262. Além disso, constatou-se que a estirpe 

INPA3-11B promoveu produtividade de 1.954 kg ha-1, um ganho produtivo de 37 % em relação 

ao controle nitrogenado (80 kg ha-1 de nitrogênio mineral). Ao avaliar a nodulação natural de 

feijão-caupi em um Latossolo de Roraima, Bastos et al. (2012) verificaram que algumas práticas 

de manejo podem influenciar no estabelecimento da simbiose. Segundo os autores, a aplicação 

de esterco bovino, independente das formas de manejo da vegetação natural, aumentou a 

nodulação das plantas de feijão-caupi. Quanto ao manejo da vegetação natural, os autores 

verificaram que o tratamento sem corte apresentou redução significativa do número de nódulos 

em relação ao uso do corte e a dessecação com glifosato. Outro fator que tem exercido 

influência na FBN é genótipo da planta (MARINHO et al., 2017; FREITAS; SILVA; 

SAMPAIO, 2012; ALCANTARA et al., 2014; COSTA et al., 2014b). 

 Embora a FBN na cultura do feijão-caupi em campo seja bastante variável, incrementos 

na produtividade podem ser evidenciados, na maioria dos casos, quando se utilizam estirpes 

eficientes e que sejam competitivas com a população nativa estabelecida em cada local de 

cultivo. Nessas condições, a prática da inoculação pode chegar a substituir totalmente a 

adubação nitrogenada, inclusive a dose de arranque (aplicado na semeadura) (BRITO et al., 

2010), o que representa grande redução nos custos de produção. 

 

2.6 Diversidade de rizóbios que nodulam feijão-caupi 

 

Rizóbios de nódulos de feijão-caupi são muito diversos quanto às características 

morfofisiológica, bioquímica e genotípica. São bactérias cujas colônias variam em tamanho, 

forma, cor, aparência, transparência e elevação da colônia, além de apresentarem diferentes 

comportamentos quanto ao tempo de crescimento e alteração do pH do meio. Vários estudos 

têm demostrado que esse grupo de micro-organismos são capazes de utilizar diferentes fontes 
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de carbono (habilidade que facilita a colonização e a competição no solo), toleram diferentes 

temperaturas, faixas de pH e concentrações de sal, apresentam resistência intrínseca a 

antibióticos e metais pesados, solubilizam fosfato (ABDELNABY et al., 2015; DEGEFU et al., 

2018), produzem auxinas (CHAGAS-JÚNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009; CHAGAS-

JÚNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2010; COSTA et al., 2013), sideróforos e biofilme (SENA, 

2018). 

Embora seja nodulado preferencialmente por rizóbios da classe das alfa-proteobactérias 

(SILVA et al., 2012; TAMPAKAKI et al., 2017a; NDUNGU et al., 2018), a espécie Vigna 

unguiculata L. (Walp) também tem estabelecido simbiose com rizóbios da classe das beta-

proteobactérias (GUIMARÃES et al., 2012; CASTRO et al., 2017). Desse modo, tendo em 

vista sua ampla faixa hospedeira, estudos de diversidade rizobiana utilizando feijão-caupi como 

planta-isca tornaram-se cada vez mais frequentes (SILVA et al., 2014; ABDELNABY et al., 

2015; CASTRO et al., 2017). Isso têm possibilitado a descrição de muitas espécies rizobianas 

capazes de nodular a cultura e que estão distribuídas em gêneros como Microvirga (RADL et 

al., 2014), Cupriavidus (CASTRO et al., 2017), Rhizobium, Bradyrhizobium, Paraburkholderia 

(GUIMARÃES et al., 2012), Ensifer (Sinorhizobium) (TAMPAKAKI et al., 2017b). 

Nos últimos anos, muitas espécies de rizóbios foram descritas a partir de solos do Brasil, 

o que têm demonstrado a importância dos solos do país como um potencial repositório de novas 

espécies. Para o feijão-caupi, o enriquecimento de sua diversidade rizobiana pode ser 

constatado com a descrição de espécies como: Bradyrhizobium manausense, obtida de solo da 

floresta Amazônica (SILVA et al., 2014); Microvirga vignae, isolada de um Luvissolo do 

município de Canindé do São Francisco, Semiárido brasileiro (RADL et al., 2014); e 

Bradyrhizobium brasilense, nativa de um sistema agroflorestal da Amazônia (COSTA et al., 

2017). Novas espécies de rizóbios de solos do continente africano, provável centro de origem 

do feijão-caupi, também foram descritas: Bradyrhizobium vignae (GRONEMEYER et al., 

2016) e Bradyrhizobium kavangense (GRONEMEYER; HUREK; REINHOLD-HUREK, 

2015), isoladas de solo com agricultura de subsistência na região do Okavango, Namíbia. 

A diversidade de rizóbios capazes de nodular feijão-caupi vai além dos isolados obtidos 

a partir de seus nódulos radiculares. Alguns estudos têm demostrado a habilidade da cultura em 

estabelecer simbiose com rizóbios isolados a partir de nódulos de outras leguminosas. Santos 

et al. (2007b), avaliando a especificidade de rizóbios isolados de Arachis hypogaea, 

Stylosanthes guyanensis e Aeschynomene americana, verificaram que isolados obtidos de 

nódulos de Arachis e Stylosanthes foram capazes de estabelecer simbiose também com o feijão-

caupi. Levando em consideração a indicação equivocada de inoculantes de soja para serem 
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utilizados em feijão-caupi, Zilli et al. (2011) decidiram avaliar as respostas da cultura inoculada 

com as estirpes SEMIA 5079, SEMIA 5080, SEMIA 587 e SEMIA 5019. Os autores 

verificaram que todas as estirpes estabeleceram simbiose com o feijão-caupi. O estabelecimento 

da simbiose do feijão-caupi com rizóbios isolados de outros hospedeiros também pode ser 

constatado em uma de suas estirpes recomendadas, como é o caso da estirpe INPA3-11B, que 

tem como hospedeiro de origem a Centrosema sp.. 

O estudo da diversidade de rizóbios e, consequentemente, a busca por isolados nativos 

de regiões secas, conforme verificado no Semiárido brasileiro, tem sido cada vez mais frequente 

por serem micro-organismos adaptados às condições adversas da região. Além disso, a 

variabilidade de condições edafoclimáticas e de espécies vegetais, principalmente leguminosas, 

ocorrentes nesse ambiente é muito grande. Isso tem permitido que solos dessa região abriguem 

uma população muito diversa de rizóbios simbiontes não apenas de feijão-caupi (LEITE et al., 

2009; MARTINS; NEVES; RUMJANEK, 1997), mas também de espécies como Cratylia 

mollis, Calliandra depauperata (TEIXEIRA et al., 2010), Arachis hypogaea (SANTOS et al., 

2017), Erythrina velutina (MENEZES et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018), Mimosa 

tenuiflora e Mimosa paraibana (FREITAS et al., 2014). A influência de propriedades do solo 

na diversidade de rizóbio tem sido descrita recentemente por Dludlu et al. (2018a). Os autores 

verificaram que na África do Sul, o gênero Burkholderia ocorre preferencialmente em solos 

ácidos e pobres em nutrientes enquanto que Mesorhizobium ocorre tanto em solos ácidos quanto 

alcalinos. O pH, tipo de solo e conteúdo de nutrientes também foram relatados por Mason et al. 

(2018), como propriedades do solo influenciadoras da diversidade de Bradyrhizobium nas 

Filipinas. 

 

2.7 Técnicas moleculares utilizadas na avaliação da variabilidade genética de rizóbios, 

com ênfase nas técnicas utilizadas neste estudo 

 

2.7.1 Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) em estudo de 

diversidade rizobiana 

 

Devido à importância dos rizóbios para a sustentabilidade de ecossistemas terrestres, 

contribuições vêm sendo feitas no avanço do conhecimento da diversidade desses micro-

organismos. São estudos que envolvem etapas que vão desde a caracterização fenotípica, 

fisiológica e bioquímica, até o uso de ferramentas moleculares que permitem uma identificação 

mais precisa do microssimbionte. Amplificação de regiões repetidas e conservadas do DNA: 
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REP (Repetitive Extragenic Palindromic) (STERN et al., 1984), ERIC (Enterobacterial 

Repetitive Intergenic Consensus) (HULTON; HIGGINS; SHARP, 1991) e BOX-PCR 

(MARTIN et al., 1992), bem como o sequenciamento de genes (16S rRNA, recA, gyrB, atpD, 

nodC) e análise de polimorfismo por RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de 

restrição), são exemplos de técnicas moleculares utilizadas ao longo dos últimos anos em estudo 

de diversidade rizobiana. 

A Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), é uma técnica que 

consiste na prévia amplificação por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) de fragmentos 

como do DNA ribossomal (16S rRNA , 23S rRNA e região intergênica (16S-23S rRNA)), com 

a posterior digestão dos produtos de PCR com enzimas de restrição, ou endonucleases, sendo, 

portando, uma técnica de PCR aliada ao RFLP (XU et al., 2015). Segundo Dall’Agnol (2016), 

a amplificação prévia de um gene, antes do mesmo ser submetido a clivagem por 

endonucleases, têm aumentado o poder discriminatório. 

No entanto, é preciso ter cautela na escolha do gene que será analisado por esse método, 

sendo, portanto, necessário conhecer com antecedência a coleção a ser estudada. Quando se 

pretende trabalhar com micro-organimos com elevada afinidade genética (ex: indivíduos do 

mesmo gênero), é interessante que o fragmento utilizado para a amplificação e clivagem seja a 

região do espaço intergênico (IGS) 16S-23S rRNA (SENA, 2018). A maior variabilidade em 

composição de bases e tamanho, quando comparada com os genes 16S ou 23S rRNA, faz do 

IGS um fragmento com maior poder de discriminação dos indivíduos. Quando se tem 

informações de que a coleção é constituída por isolados filogeneticamente distantes, pode ser 

utilizado o 16S ou 23S rRNA (REIS-JÚNIOR; TEIXEIRA; REIS, 2004). 

Muitos trabalhos envolvendo o estudo da diversidade rizobiana tem feito uso do 

ARDRA por ser uma ferramenta que permite o agrupamento filogenético dos indivíduos. A 

técnica tem sido utilizada para acessar a diversidade de rizóbios associados a diferentes espécies 

e ambientes, tais como: nativos de áreas poluídas com metais (AAFI et al., 2015), de regiões 

áridas e semiáridas do Senegal (BAKHOUM et al., 2014), populações de áreas revegetadas 

após mineração de bauxita (BORGES et al., 2016), associados à Desmodium spp. na China (XU 

et a., 2016), Bradyrhizobium nodulando soja nas Filipinas (MASON et al., 2018) e nativos de 

solos  do semiárido do Brasil (LEITE et al., 2009).  

As enzimas envolvidas na análise de restrição são endonucleases que clivam o DNA em 

sítios específicos, geralmente, em regiões palindrômicas (ANDRADE; FELEIRO, 2011). Os 

fragmentos gerados podem ser analisados em gel de agarose e visualizados utilizando corante 

como o SYBR Gold®.  AluI (5’-AG^CT-3’; 3’-TC^GA-5’), HaeIII (5’-GG^CC-3’; 3’-CC^GG-
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5’), HhaI (5’-GCG^C-3’; 3’-C^GCG-5’), HinfI (5’-G^ANTC-3’; 3’-CTNA^G-5’), MspI (5’-

C^CGG-3’; 3’-GGC^C-5’), RsaI (5’-GT^AC-3’; 3’-CA^TG-5’), TaqI (5’-T^CGA-3’; 3’-

AGC^T-5’), EcoRI (5’-G^AATTC-3’; 3’-CTTAA^G-5’), MboI (5’-G^ATC-3’; 3’-CTA^G-

5’), HpaII (5’-C^CGG-3’; 3’-GGC^C-5’) (TEIXEIRA et al., 2010; XU et al., 2015; EFROSE 

et al., 2018; KOSKEY et al., 2018), são exemplos de algumas endonucleases utilizadas em 

estudo de diversidade rizobiana. O uso de diversas enzimas de restrição, possibilitando o acesso 

a distintos sítios polimórficos, também tem sido relatado como uma forma de potencializar a 

discriminação entre as estirpes (DALL’AGNOL, 2016). 

O ARDRA é uma técnica de alto poder discriminatório, baixo custo e fácil execução, o 

que o torna muito apropriada para o agrupamento filogenético dos isolados preliminar a outras 

técnicas, como o sequenciamento de genes, por exemplo. 

 

2.7.2 Multilocus Sequence Analisys (MLSA) 

 

O emprego de técnicas de biologia molecular entre as décadas de 1980 e 1990, resultou 

em uma verdadeira revolução da taxonomia de bactérias e fungos (BARCELLOS; HUNGRIA, 

2010). Nessa época alguns estudos foram conduzidos com genes ribossomais (WOESE; 

KANDLER; WHEELIS, 1990; WEISBURG et al., 1991), os quais, nas bactérias, recaiu no 16S 

rRNA para estimar relações filogenéticas (VANDAMME et al., 1996). Por muitos anos este 

gene foi utilizado como único marcador genético para avaliação das relações filogenéticas entre 

estirpes de rizóbio. Entretanto, a ocorrência de estirpes pertencentes a espécies diferentes 

apresentando 100% de similaridade entre sequencias do gene 16S rRNA indicou a necessidade 

de utilização de outros genes constitutivos para aumentar o poder de discriminação bacteriana 

para o adequado posicionamento taxonômico das bactérias e de suas relações filogenéticas 

(GLAESER; KÄMPFER, 2015). 

Levando em consideração a limitação do 16S rRNA descrita no parágrafo anterior, uma 

abordagem relativamente recente vem sendo bastante utilizada por pesquisadores com o intuito 

de definir com maior clareza informações relacionadas à evolução e filogenia de micro-

organismos, sendo denominada de Multilocus Sequence Analysis (MLSA). É uma metodologia 

que tem permitido a avaliação conjunta de diversos genes constitutivos em uma única sequência 

concatenada, possibilitando a descrição em nível de espécie. 

Nos últimos anos, estudos com diferentes gêneros rizobianos como Paraburkholderia 

(DALL´AGNOL et al., 2017), Bradyrhizobium (GRANADA et al., 2015; GRÖNEMEYER et 

al., 2016), Mesorhizobium (PÉREZ-YÉPEZ et al., 2014), Ensifer (CHEN et al., 2017) e 
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Rhizobium (CORDEIRO et al., 2017), tem utilizado a metodologia de MLSA para definir com 

maior clareza a taxonomia e as relações filogenéticas desses microssimbiontes. Assim, a análise 

conjunta de genes constitutivos por MLSA, como uma única sequência concatenada, tem sido 

decisiva na descrição de novas espécies de rizóbios. Espécies como Bradyrhizobium 

manausense (SILVA et al., 2014); Rhizobium favelukesii (TEJERIZO et al., 2016) e Rhizobium 

altiplani sp. (BARAÚNA et al., 2016), isoladas de nódulos de Vigna unguiculata, Medicago 

sativa L. e Mimosa pudica, respectivamente, foram descritas utilizando-se desta ferramenta 

metodológica. 

Após amplificação por PCR e posterior sequenciamento, diversos genes podem ser 

utilizados em analises por MLSA. Para estudos conduzidos com rizóbios  e que fazem uso desta 

metodologia, segue exemplos de genes com seus respectivos primers: 16S rDNA (Y1 - 

TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC e Y3 - TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC 

(YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991)); dnaK (dnaK1466f - 

AAGGARCANCAGATCCGCATCCA e dnaK1777R - TASATSGCCTSRCCRAGCTTCAT 

(STEPKOWSKI et al., 2003); rpoA (RRrpoAf - GGAAATCGCCATCAAGATGG e RRrpoAr 

- GGAAATCGCCATCAAGATGG (RIBEIRO et al., 2009)); glnII (TSglnIIf - 

AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG e TSglnIIr - SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG 

(STEPKOWSKI et al., 2005)); recA (TSrecAf - CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG e 

TSrecAr - CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG (STEPKOWSKI et al., 2005)); atpD 

(TSatpDf - TCTGGTCCGYGGCCAGGAAG e TSatpDr - CGACACTTCCGARCCSGCCTG 

(STEPKOWSKI et al., 2005)). 

Embora a metodologia de MLSA seja utilizada para descrever novas espécies rizobianas 

(RADL et al., 2014; GRONEMEYER; HUREK; REINHOLD-HUREK, 2015; 

GRONEMEYER et al., 2016; COSTA et al., 2017), é importante mencionar que a abordagem 

da taxonomia polifásica, que possibilita a interação de diversas informações de caráter 

fenotípico, genético e filogenético, precisa sempre ser lembrada, pois agregam informações 

valiosas que auxiliam no entendimento da diversidade e evolução desses micro-organismos 

(BARCELLOS; HUNGRIA, 2010). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Critério de escolha das áreas, amostragem e caracterização físico-química dos solos 

 

Para a realização de uma amostragem representativa das diferentes condições 

edafoclimáticas do Semiárido de Pernambuco, alguns critérios foram estabelecidos para a 

amostragem de solo, tais como: cobertura vegetal e classe de solo. Além disso, buscou-se 

selecionar classes de solos ocorrentes nas zonas climáticas do Agreste e do Sertão, sendo este 

último dividido em duas microrregiões (Sertão de Brígida e Terra Nova e Sertão do Pajeú e 

Moxotó), que apresentam características climáticas e de estrutura e composição da vegetação 

diferenciadas. Em geral, no Agreste existe uma disponibilidade hídrica maior e mais uniforme 

ao longo do ano do que no Sertão. Consequentemente, no Agreste a vegetação nativa apresenta 

maior número de espécies e plantas com maior altura e diâmetro quando comparada com a 

fitofisionomia do Sertão (PEREIRA et al., 2003; ALCOFORADO FILHO et al., 2003; 

FERRAZ et al., 2003; FREITAS et al., 2010). 

As situações amostrais foram definidas utilizando a base de dados do projeto “Impactos 

de mudanças climáticas sobre a cobertura e uso da terra em Pernambuco: geração e 

disponibilização de informações para o subsídio a políticas públicas”, fomentado pela Fundação 

de Amparo à Ciência e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE) e Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP). 

Para padronizar a cobertura do solo entre as diferentes áreas amostrais, foi definida a 

cobertura vegetal aqui denominada de caatinga densa (Figura 1), que consiste na vegetação 

nativa em estágio menos perturbado, considerando que a vegetação atual do Semiárido 

apresenta-se como um mosaico de áreas com distintos tempos de regeneração, entremeadas a 

áreas mais preservadas, além de áreas com cultivos. A metodologia adotada para a definição 

dos polígonos da cobertura vegetal (caatinga densa) baseou-se na interpretação visual de 

imagens de satélite, envolvendo elementos de reconhecimento (tonalidade, cor e textura), com 

base em imagens da época chuvosa e época seca, acompanhada por validação em campo. Para 

diferenciar as áreas de caatinga de outras coberturas do solo, como cultivos e pastagens, foram 

considerados o tamanho (comprimento, largura, perímetro e área), a forma e o padrão de cada 

polígono (JENSEN, 2009). 
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Para o reconhecimento da cobertura vegetal, foram utilizadas as cenas do sensor ccd1xs 

do satélite CBERS 2B (cena órbita 147 e ponto 110), com data de passagem em 03 de janeiro 

de 2009, para a imagem da época seca e o sensor LIS3 do satélite IRS P6 ou Resourcesat-1 da 

Índia (cena órbita 337 e ponto 082), com data de passagem em 04 de março de 2012, para a 

época chuvosa. Para o sensor ccd1xs (CBERS 2B) foram selecionadas às bandas 

multiespectrais 2 (520 – 590 nm), 3 (630 – 690 nm) e 4 (770 – 890 nm). Para o sensor LIS3 

foram selecionadas as bandas: 1 (520 – 590 nm), 2 (620 – 680 nm) e 3 (770 – 860 nm).  

As classes de solo foram determinadas com base no Zoneamento Agroecológico do 

Estado de Pernambuco - ZAPE, que contempla, de forma integrada, informações sobre solos, 

clima e recursos hídricos, considerando-se as manchas dos principais tipos de solos presentes 

em cada região na escala de 1:100.000 (ARAÚJO FILHO et al., 2000). Diante disso, 7 classes 

de solo foram selecionadas (4 no primeiro nível categórico (Argissolo, Latossolo, Luvissolo, 

Planossolo) e 3 no segundo nível categórico (Neossolo litólico, Neossolo quartzarênico e 

Neossolo regolítico)). Juntas, essas classes cobrem mais de 80 % da área total do estado de 

Pernambuco (ARAÚJO FILHO et al., 2000).  

Para selecionar as áreas amostrais, se fez necessário realizar a sobreposição das imagens 

da cobertura vegetal com os mapas de tipos de solo. Além disso, buscou-se selecionar áreas 

preferencialmente em diferentes municípios de forma que elas pudessem ficar relativamente 

bem distribuídas por todo o Semiárido de Pernambuco (Figura 2). As informações gerais dos 

municípios encontram-se na Tabela 1. No Agreste, foram selecionadas áreas de Argissolo, 

Neossolo litólico, Neossolo quartzarênico, Neossolo regolítico e Planossolo. No Sertão de 

Figura 1: Fragmentos de caatinga densa localizados no Semiárido pernambucano 
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Brígida e Terra Nova foram selecionadas áreas de Argissolo, Latossolo, Luvissolo, Neossolo 

litólico e Planossolo. No Sertão do Pajeú e Moxotó foram selecionadas áreas de Argissolo, 

Luvissolo, Neossolo litólico, Neossolo quartzarenico e Planossolo. Vale ressaltar que 

Argissolo, Neossolo Litólico e Planossolo foram as três classes ocorrentes em todas as zonas 

climáticas estudadas. 

Expedições em campo foram necessárias para verificar se a cobertura vegetal ocorrente 

nas áreas era o mesmo tipo de vegetação selecionado nas imagens, bem como se o local 

escolhido correspondia ao tipo de solo esperado (conferência com pedólogos). A escolha das 

áreas amostrais foi feita com o apoio da equipe do Centro de Geoprocessamento da Embrapa 

Solos - UEP, Recife-PE, e de pedólogos da Embrapa Semiárido e Embrapa Solos - UEP. Os 

proprietários ou trabalhadores e habitantes das propriedades nos quais os pontos amostrais 

foram alocados, foram também consultados em relação ao histórico de uso dos locais. Nenhum 

dos locais selecionados sofreu corte raso ou queima em anos recentes, embora não seja possível 

precisar o tempo exato em que estavam sem perturbação antrópica. Nos casos em que os locais 

inicialmente selecionados não corresponderam a esse critério, uma nova área foi escolhida. 
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 Figura 2: Distribuição dos pontos de coleta no Semiárido de Pernambuco 
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Tabela 1: Informações gerais dos municípios de coleta distribuídos nas zonas climáticas (ZC) do Agreste e 

Sertão, Semiárido do estado de Pernambuco, Brasil 

ZC Municípios Coordenadas 
Altitude 

(m) 

Precipitação 
média anual 

(mm) 

Temperatura 

média anual 

A
g
re

st
e 

Buíque 8° 36' 51'' S / 37° 9' 39'' W 846 691,4 21 

Capoeiras  8° 44' 7'' S / 36° 37' 38'' W 871 673,9 20,5 

Garanhuns 8° 53′ 27″ S / 36° 29′ 48″ W 841 873,1 20,4 

Itaíba 8° 56' 54'' S / 37° 25' 37'' W 465 627,1 22,9 

Pedra 8° 29' 50'' S / 36° 56' 28'' W 617 687,2 23 

Saloá 8° 57' 5'' S / 36° 43' 22'' W 943 894,9 21 

Sanharó 8° 21' 35'' S / 36° 33' 59'' W 661 644,3 24 

S.C. Capibaribe 7° 56′ 32″ S / 36° 13′ 54″ W 457 416,2 23,1 

S.B. Uma 8° 31′ 20″ S / 36° 26′ 37″ W 619 616,1 23,8 

Tupanatinga 8° 45′ 12″ S / 37° 20′ 27″ W 707 735,5 21,6 

Venturosa 8° 34' 33'' S / 36° 52' 30'' W 549 734,1 23 

V. Lério 7° 46' 17'' S / 35° 51' 1'' W 468 746,5 23,6 

S
er

tã
o
 d

o
 P

aj
eú

 e
 M

o
x
o
tó

 

Betânia 8° 16' 31'' S / 38° 2' 15'' W 429 497,2 24,5 

Custódia 8° 4' 55'' S / 37° 38' 58'' W 531 551,2 22,7 

Iguaracy 7° 50′ 21″ S / 37° 30′ 37″ W 565 611,9 22,7 

Inajá 8° 54′ 14″ S / 37° 49′ 44″ W 354 487,9 24 

Ingazeira 7° 40' 38'' S / 37° 27' 34'' W 528 583,7 23 

Itapetim 7° 22' 39'' S / 37° 11' 26'' W 629 643,9 23,7 

S. Terezinha 7° 22′ 43″ S / 37° 28′ 52″ W 796 647,4 22,9 

S.J Belmonte 7° 51′ 37″ S / 38° 45′ 35″ W 479 676 23,7 

S.J. Egito 7° 28' 49'' S / 37° 16' 26'' W 579 516,5 24 

S. Talhada 7° 59' 7'' S / 38° 17' 34'' W 443 647,5 23,8 

Tacaratu 9° 6' 9'' S / 38° 8' 57'' W 516 660,5 22,9 

S
er

tã
o
 d

e 
B

rí
g
id

a 
e 

T
er

ra
 N

o
v
a 

Afrânio 8° 30' 42'' S / 41° 0' 36'' W 540 464,3 24,7 

Araripina 7° 34' 41'' S / 40° 29' 48'' W 621 758,8 23,7 

Bodocó 7° 46' 14'' S / 39° 55' 41'' W 449 685,7 24,7 

Cabrobó 8° 29' 40'' S / 39° 18' 1'' W 312 517,3 25,5 

Exú 7° 30' 50'' S / 39° 42' 33'' W 506 697,2 24,2 

Ipubi 7° 39′ 41″ S / 40° 8′ 37″ W 540 756,5 24,4 

Petrolina 9° 23′ 39″ S / 40° 30′ 35″ W 380 427,8 24,8 

Salgueiro 8° 4′ 3″ S / 39° 7′ 27″ W 421 570,6 24,2 

Santa Cruz 08º 14' 24" S / 40º 20' 05" W 515 502 24,3 

S.M.B. Vista 8° 47′ 17″ S / 39° 49′ 22″ W 407 492,9 24,7 

Terra Nova 8° 13' 50'' S / 39° 23' 0'' W 385 682,6 24,3 

Verdejante 7° 55' 7'' S / 38° 58' 17'' W 475 504,3 23,8 
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  Para a amostragem, em cada área foram estabelecidas três parcelas com dimensões de 

20 x 20 m. Em cada parcela foram coletadas três amostras na camada de 0-20 cm para compor 

uma amostra composta da parcela. Após a coleta, as amostras de solo foram acondicionadas em 

sacos plásticos, identificadas e armazenadas a temperatura ambiente pelo menor tempo possível 

(apenas o tempo necessário para os procedimentos de secagem ao ar, destorroamento, 

homogeneização, peneiramento (peneira com malha de abertura de 2 mm) e instalação do 

experimento em casa de vegetação). Subamostras foram separadas para análises físico-

químicas.  

Os atributos químicos analisados foram: condutividade elétrica (CE) (determinada após 

preparo da pasta de saturação); pH em água (proporção solo:água de 1:2,5); carbono (C) e 

nitrogênio (N) totais (determinados pelo método da combustão seca utilizando analisador 

elementar LECO, TruSpec CHN-900); sódio (Na+), potássio (K+), fósforo (P) (extraídos com 

Mehlich-1 e dosados por fotometria de emissão de chama (Na+ e K+) e colorimetria (P)); cálcio 

(Ca2+), magnésio (Mg2+), alumínio (Al3+) (extraídos com KCl 1 mol L-1 e dosados por 

titulometria); acidez potencial (H+Al) (extraída com acetato de cálcio 0,5 mol L-1 e dosada por 

titulometria) (Tabela 2). Quanto aos atributos físicos (Tabela 3), determinou-se: granulometria 

(areia, silte e argila) pelo método da pipeta; densidade do solo (Ds), pelo método da proveta; 

densidade de partículas (Dp), pelo método do balão volumétrico.  A determinação da 

granulometria permitiu definir a classe textural de cada ponto amostral. Todas as análises foram 

realizadas no Laboratório de Solos e Análise de Planta da Embrapa Semiárido, Petrolina, 

seguindo metodologias estabelecidas por Embrapa (2017). 
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Tabela 2: Caracterização química de amostras de solos coletadas em áreas sob vegetação de caatinga densa em diferentes zonas climáticas (ZC) do Semiárido do estado 

de Pernambuco, Brasil 

(Continua) 
  CE pH (H2O) C N P K+ Ca2+ Mg2+ Na+ Al3+ H+Al 

ZC Solo Municípios dS m-1  --------g kg-1-------- mg dm-3 --------------------------------------cmolc dm-3-------------------------------------- 

A
g

re
st

e 

P Saloá 0,25 ± 0,01 4,50 ± 0,06 24,27 ± 1,69 1,16 ± 0,15 4,31 ± 0,48 0,12 ± 0,02 0,80 ± 0,15 2,50 ± 0,13 0,07 ± 0,02 1,27 ± 0,13 14,70 ± 1,74 

P S.B. Una (1) 0,42 ± 0,07 4,90 ± 0,00 14,47 ± 2,68 0,89 ± 0,13 4,57 ± 0,62 0,29 ± 0,03 2,23 ± 0,27 4,43 ± 0,66 0,04 ± 0,01 0,37 ± 0,02 5,60 ± 0,40 

P S.B. Una (2) 0,45 ± 0,07 5,00 ± 0,06 8,44 ± 0,95 0,59 ± 0,05 5,41 ± 1,42 0,30 ± 0,05 1,63 ± 0,39 5,03 ± 0,83 0,04 ± 0,00 0,28 ± 0,04 4,30 ± 0,29 

RL V. Lério 0,46 ± 0,07 5,40 ± 0,10 16,70 ± 1,5 1,70 ± 0,05 5,54 ± 1,30 0,40 ± 0,00 4,65 ± 0,65 2,45 ± 0,35 0,06 ± 0,00 0,05 ± 0,05 5,50 ± 1,20 

RL Itaíba 0,33 ± 0,02 5,57 ± 0,13 14,03 ± 1,13 0,85 ± 0,02 12,71 ± 0,27 0,32 ± 0,06 5,13 ± 0,18 3,37 ± 0,74 0,09 ± 0,01 0,07 ± 0,07 3,50 ± 1,06 
RL Pedra 0,79 ± 0,56 6,20 ± 0,00 19,23 ± 2,04 1,03 ± 0,05 4,91 ± 0,71 0,35 ± 0,02 9,77 ± 1,04 5,47 ± 0,03 0,09 ± 0,01 0,00 ± 0,00 4,70 ± 0,40 

RQ Tupanatinga 0,30 ± 0,01 5,23 ± 0,30 8,57 ± 0,88 0,56 ± 0,05 15,35 ± 3,55 0,07 ± 0,00 1,90 ± 0,20 2,70 ± 0,31 0,02 ± 0,00 0,07 ± 0,03 3,90 ± 0,40 

RR Capoeiras 0,30 ± 0,04 5,00 ± 0,06 7,35 ± 1,58 0,44 ± 0,07 7,33 ± 0,11 0,23 ± 0,02 0,87 ± 0,03 2,52 ± 0,17 0,05 ± 0,01 0,23 ± 0,02 4,70 ± 0,40 

RR Garanhuns 0,28 ± 0,06 4,70 ± 0,10 8,61 ± 1,07 0,57 ± 0,01 10,03 ± 0,90 0,15 ± 0,01 1,50 ± 0,30 2,20 ± 0,70 0,04 ± 0,00 0,63 ± 0,13 4,90 ± 0,60 
RR Sanharó 0,41 ± 0,12 4,87 ± 0,03 14,60 ± 1,28 1,20 ± 0,10 8,31 ± 1,48 0,30 ± 0,03 2,37 ± 0,03 4,33 ± 0,58 0,09 ± 0,06 0,17 ± 0,02 8,30 ± 1,60 

S Buíque 0,22 ± 0,01 5,10 ± 0,20 12,40 ± 2,40 0,94 ± 0,23 11,31 ± 4,05 0,24 ± 0,08 3,85 ± 0,95 2,75 ± 0,05 0,07 ± 0,03 0,10 ± 0,00 6,10 ± 0,60 
S S.B. Una 0,28 ± 0,01 4,23 ± 0,03 7,41 ± 1,13 0,51 ± 0,10 7,12 ± 0,39 0,15 ± 0,02 0,83 ± 0,19 3,03 ± 0,48 0,02 ± 0,00 2,27 ± 0,18 4,70 ± 0,40 

S Venturosa 0,45 ± 0,10 5,33 ± 0,13 20,03 ± 2,08 1,25 ± 0,17 9,57 ± 0,93 0,27 ± 0,03 4,60 ± 0,50 3,47 ± 0,54 0,12 ± 0,03 0,22 ± 0,11 3,90 ± 0,40 

S S.C. Capibaribe 0,81 ± 0,53 5,83 ± 0,27 9,89 ± 0,97 0,63 ± 0,08 39,09 ± 7,53 0,28 ± 0,03 5,53 ± 0,73 4,37 ± 0,60 0,12 ± 0,05 0,03 ± 0,03 1,90 ± 0,96 

S
er

tã
o

 d
o

 P
aj

eú
 e

 M
o

x
o

tó
 

P Custódia 0,27 ± 0,04 5,70 ± 0,00 13,07 ± 0,49 1,16 ± 0,09 3,68 ± 0,16 0,50 ± 0,04 7,97 ± 0,17 4,10 ± 0,42 0,05 ± 0,00 0,00 ± 0,00 5,50 ± 0,00 

P Itapetim 0,39 ± 0,09 5,80 ± 0,15 9,39 ± 0,86 0,82 ± 0,04 11,39 ± 2,47 0,36 ± 0,03 4,40 ± 0,72 3,03 ± 0,34 0,03 ± 0,01 0,00 ± 0,00 4,30 ± 0,00 

P S.J Belmonte 0,32 ± 0,04 5,17 ± 0,09 12,70 ± 0,46 1,23 ± 0,08 2,94 ± 0,94 0,42 ± 0,02 2,40 ± 0,26 3,67 ± 0,26 0,02 ± 0,00 0,12 ± 0,02 7,50 ± 0,40 

RL S.J. Egito 0,32 ± 0,01 5,50 ± 0,20 8,03 ± 0,04 0,50 ± 0,04 6,56 ± 0,21 0,37 ± 0,03 2,20 ± 0,10 3,37 ± 0,20 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,05 4,30 ± 0,00 

RL S. Terezinha 0,28 ± 0,01 5,03 ± 0,07 15,70 ± 0,82 1,28 ± 0,04 4,07 ± 0,17 0,39 ± 0,07 2,10 ± 0,06 3,80 ± 0,12 0,03 ± 0,00 0,13 ± 0,03 6,70 ± 0,69 

RQ Inajá 0,88 ± 0,50 4,63 ± 0,19 5,60 ± 1,00 0,37 ± 0,06 12,97 ± 0,94 0,08 ± 0,00 0,80 ± 0,15 2,90 ± 0,49 0,02 ± 0,00 0,23 ± 0,02 4,70 ± 0,40 

RQ Tacaratu 0,24 ± 0,02 4,40 ± 0,10 7,64 ± 0,20 0,25 ± 0,04 5,07 ± 1,39 0,04 ± 0,00 0,80 ± 0,10 2,20 ± 0,21 0,01 ± 0,00 0,72 ± 0,12 5,10 ± 0,40 

S Betânia 0,79 ± 0,56 5,07 ± 0,28 5,99 ± 0,54 0,44 ± 0,16 6,69 ± 0,48 0,26 ± 0,04 2,26 ± 0,23 2,03 ± 0,20 0,02 ± 0,00 0,15 ± 0,00 4,30 ± 0,00 

S Iguaracy 0,38 ± 0,04 4,97 ± 0,03 10,56 ± 0,92 0,80 ± 0,08 5,75 ± 1,07 0,31 ± 0,03 2,50 ± 0,15 2,37 ± 0,42 0,02 ± 0,00 0,12 ± 0,02 5,50 ± 0,00 
S Ingazeira 0,32 ± 0,10 4,67 ± 0,03 8,77 ± 0,86 0,38 ± 0,06 5,44 ± 1,15 0,23 ± 0,02 1,93 ± 0,12 2,77 ± 0,19 0,05 ± 0,01 0,28 ± 0,03 8,70 ± 2,00 

T Custódia 0,29 ± 0,02 5,90 ± 0,06 16,83 ± 1,13 1,13 ± 0,06 7,50 ± 0,46 0,49 ± 0,03 7,23 ± 0,22 4,73 ± 0,20 0,05 ± 0,00 0,00 ± 0,00 3,50 ± 0,40 
T S.J. Egito 0,25 ± 0,02 5,87 ± 0,03 10,78 ± 0,62 0,77 ± 0,06 3,35 ± 0,52 0,25 ± 0,01 8,17 ± 1,53 6,23 ± 0,79 0,09 ± 0,01 0,00 ± 0,00 4,70 ± 0,40 

T S. Talhada 0,22 ± 0,02 6,40 ± 0,15 9,62 ± 0,35 0,55 ± 0,05 13,24 ± 0,97 0,66 ± 0,02 8,40 ± 0,82 4,70 ± 0,27 0,06 ± 0,01 0,00 ± 0,00 3,10 ± 0,45 
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 Tabela 2: Caracterização química de amostras de solos coletadas em áreas sob vegetação de caatinga densa em diferentes zonas climáticas (ZC) do Semiárido do 

estado de Pernambuco, Brasil 
             (Conclusão) 
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L Araripina 0,26 ± 0,00 4,40 ± 0,10 8,78 ± 1,22 0,46 ± 0,16 3,59 ± 0,58 0,10 ± 0,02 0,70 ± 0,10 3,25 ± 0,65 0,01 ± 0,00 1,05 ± 0,15 4,30 ± 0,00 

L Exú 0,33 ± 0,02 4,13 ± 0,06 12,60 ± 1,06 0,80 ± 0,06 8,72 ± 0,46 0,09 ± 0,03 0,47 ± 0,22 2,10 ± 0,20 0,02 ± 0,00 1,03 ± 0,00 10,30 ± 0,40 

L Santa Cruz  0,34 ± 0,06 5,07 ± 0,28 8,67 ± 0,81 0,54 ± 0,03 4,48 ± 0,51 0,27 ± 0,01 2,47 ± 0,17 2,27 ± 0,23 0,02 ± 0,00 0,12 ± 0,02 3,90 ± 0,40 

P Bodocó 0,34 ± 0,03 4,50 ± 0,00 11,45 ± 0,05 0,61 ± 0,01 5,82 ± 1,37 0,36 ± 0,02 2,15 ± 0,05 2,35 ± 0,05 0,04 ± 0,00 1,30 ± 0,20 6,10 ± 0,60 

P Ipubi 1,05 ± 0,39 4,20 ± 0,15 14,40 ± 0,91 0,95 ± 0,05 5,73 ± 1,14 0,15 ± 0,03 2,73 ± 0,29 2,53 ± 0,43 0,04 ± 0,00 0,60 ± 0,03 9,90 ± 0,40 

RL Afrânio 0,35 ± 0,08 5,87 ± 0,07 26,30 ± 5,1 1,81 ± 0,31 3,04 ± 0,36 0,28 ± 0,04 11,57 ± 0,38 6,67 ± 0,12 0,03 ± 0,00 0,00 ± 0,00 4,70 ± 0,40 

RL Araripina 0,27 ± 0,03 5,67 ± 0,19 9,98 ± 0,21 0,79 ± 0,09 9,61 ± 2,43 0,45 ± 0,01 5,80 ± 0,81 3,83 ± 0,50 0,06 ± 0,01 0,03 ± 0,03 5,10 ± 0,80 

RL Verdejante 0,26 ± 0,03 5,33 ± 0,09 9,98 ± 1,01 0,60 ± 0,05 3,37 ± 0,42 0,47 ± 0,02 2,43 ± 0,07 4,13 ± 0,44 0,04 ± 0,00 0,12 ± 0,02 5,10 ± 0,40 

S Salgueiro 0,31 ± 0,06 5,00± 0,12 9,66 ± 4,05 0,71 ± 0,22 4,69 ± 0,55 0,29 ± 0,04 2,93 ± 0,09 5,53 ± 0,97 0,04 ± 0,00 0,27 ± 0,07 2,53 ± 0,07 

S Cabrobó 0,70 ± 0,41 5,47 ± 0,07 8,16 ± 1,69 0,47 ± 0,08 2,72 ± 0,68 0,25 ± 0,04 4,67 ± 0,68 3,58 ± 0,86 0,08 ± 0,02 0,10 ± 0,05 4,30 ± 0,69 
S Terra Nova 0,77 ± 0,53 4,87 ± 0,20 6,84 ± 0,33 0,79 ± 0,05 4,98 ± 1,39 0,37 ± 0,04 2,93 ± 0,43 3,23 ± 0,12 0,04 ± 0,00 0,27 ± 0,12 5,90 ± 0,40 

T S.M.B. Vista 0,63 ± 0,10 6,13 ± 0,38 10,76 ± 1,57 0,71 ± 0,15 1,16 ± 0,24 0,21 ± 0,02 7,37 ± 0,62 3,67 ± 0,38 0,04 ± 0,00 0,00 ± 0,00 4,70 ± 2,12 
T Petrolina 0,80 ± 0,49 5,13 ± 0,03 4,51 ± 0,47 0,51 ± 0,11 3,47 ± 0,80 0,27 ± 0,01 3,37 ± 0,38 4,50 ± 0,67 0,02 ± 0,00 0,10 ± 0,00 6,70 ± 2,40 

*P = Argissolo; L = Latossolo; T = Luvissolo; RL = Neossolo Litólico; RQ = Neossolo Quartzarênico; RR = Neossolo Regolítico; S = Planossolo. 
X ± Y, onde X = Médias e Y = Erro padrão da média. 
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Tabela 3:  Caracterização física e classificação textural de amostras de solos coletadas em áreas sob vegetação de caatinga densa em diferentes zonas climáticas (ZC) do 

Semiárido do estado de Pernambuco, Brasil 

(Continua) 

FONTE 
Densidade do solo Densidade de partículas 

Granulometria 

Classificação textural ZC Solo Municípios Areia Silte Argila 
   -------------------g cm-3------------------ ------------------------------%--------------------------------- 

A
g
re

st
e 

*P Saloá 1,24 ± 0,03 2,45 ± 0,03 68,80 ± 0,41 16,65 ± 0,97 14,55 ± 1,38 Franco-arenosa 

P S.B. Una (1) 1,34 ± 0,03 2,47 ± 0,02 59,01 ± 2,21 29,58 ± 3,82 11,41 ± 1,63 Franco-arenosa 

P S.B. Una (2) 1,56 ± 0,01 2,58 ± 0,01 70,69 ± 2,24 19,56 ± 1,39 9,75 ± 0,86 Franco-arenosa 

RL V. Lério 1,49 ± 0,18 2,67 ± 0,12 72,14 ± 0,29 16,76 ± 0,30 11,10 ± 0,00 Franco-arenosa 

RL Itaíba 1,42 ± 0,01 2,55 ± 0,04 69,96 ± 2,12 23,39 ± 2,22 6,65 ± 0,88 Franco-arenosa 

RL Pedra 1,25 ± 0,02 2,42 ± 0,02 70,46 ± 0,23 16,12 ± 1,32 13,42 ± 1,55 Franco-arenosa 

RQ Tupanatinga 1,66 ± 0,00 2,52 ± 0,08 97,25 ± 0,05 1,20 ± 0,04 1,55 ± 0,06 Arenosa 

RR Capoeiras 1,5 ± 0,12 2,53 ± 0,03 71,33 ± 1,41 22,62 ± 1,30 6,05 ± 0,54 Franco-arenosa 

RR Garanhuns 1,62 ± 0,00 2,59 ± 0,04 80,04 ± 0,05 14,70  ± 1,52 5,26 ± 1,46 Areia franca 

RR Sanharó 1,46 ± 0,03 2,53 ± 0,02 55,11 ± 0,01 22,77 ± 0,23 22,12 ± 0,22 Franco-argilo-arenosa 

S Buíque 1,49 ± 0,05 2,47 ± 0,01 77,57 ± 0,65 4,17 ± 0,22 18,28 ± 0,42 Franco-arenosa 

S S.B Una 1,59 ± 0,03 2,59 ± 0,01 75,35 ± 2,46 5,86 ± 0,25 18,79 ± 2,35 Franco-arenosa 

S Venturosa 1,30 ± 0,03 2,40 ± 0,01 61,75 ± 3,26 26,61 ± 1,50 11,64 ± 1,76 Franco-arenosa 

S S.C.Capibaribe 1,46 ± 0,01 2,52 ± 0,03 77,14 ± 2,36 16,07 ± 1,65 6,79 ± 0,93 Franco-arenosa 
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P Custódia 1,37 ± 0,01 2,52 ± 0,01 43,00 ± 0,51 29,42 ± 0,83 27,58 ± 1,34 Franco-argilosa 

P Itapetim 1,43 ± 0,03 2,50 ± 0,01 79,49 ± 2,01 15,20 ± 1,75 5,31 ± 0,85 Areia franca 

P S.J.Belmonte 1,25 ± 0,03 2,56 ± 0,01 65,36 ± 1,47 24,75 ± 0,88 9,89 ± 0,60 Franco-arenosa 

RL S.J. Egito 1,44 ± 0,01 2,53 ± 0,01 49,28 ± 3,81 25,41 ± 2,49 25,31 ± 1,78 Franco-argilo-arenosa 

RL S. Terezinha 1,19 ± 0,00 2,50 ± 0,04 72,47 ± 3,10 20,75 ± 3,40 6,78 ± 0,69 Franco-arenosa 

RQ Inajá 1,67 ± 0,01 2,57 ± 0,02 75,81 ± 2,23 17,20 ± 1,48 6,99 ± 0,75 Franco-arenosa 

RQ Tacaratu 1,66 ± 0,01 2,57 ± 0,02 80,90 ± 0,17 13,70 ± 1,21 5,40 ± 1,12 Areia franca 

S Betânia 1,57 ± 0,02 2,60 ± 0,00 82,32 ± 1,68 10,07 ± 0,74 7,61 ± 1,21 Areia franca 

S Iguaracy 1,53 ± 0,01 2,52 ± 0,02 78,08 ± 0,73 15,59 ± 0,53 6,33 ± 0,39 Areia franca 

S Ingazeira 1,55 ± 0,01 2,52 ± 0,02 64,90 ± 2,5 21,07  ± 1,37 14,03 ± 1,13 Franco-arenosa 

T Custódia 1,28 ± 0,01 2,46 ± 0,02 63,82 ± 0,60 26,50 ± 0,78 9,68 ± 0,80 Franco-arenosa 

T S.J. Egito 1,28 ± 0,02 2,54 ± 0,01 58,36 ± 0,52 21,84 ± 0,98 19,80 ± 0,45 Franco-argilo-arenosa 

T S. Talhada 1,45 ± 0,02 2,62 ± 0,02 86,20 ± 3,10 8,60 ± 1,65 5,20 ± 1,27 Areia franca 
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Tabela 3:  Caracterização física e classificação textural de amostras de solos coletadas em áreas sob vegetação de caatinga densa em diferentes zonas climáticas (ZC) do 

Semiárido do estado de Pernambuco, Brasil 

(Conclusão) 
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L Araripina 1,40 ± 0,01 2,55 ± 0,04 72,26 ± 0,46 13,45 ± 0,18 14,29 ± 0,28 Franco-arenosa 

L Exú 1,42 ± 0,00 2,55 ± 0,01 70,34 ± 0,85 18,44 ± 0,52 11,21 ± 1,37 Franco-arenosa 

L Santa Cruz  1,52 ± 0,03 2,59 ± 0,02 81,76 ± 0,64 10,00 ± 0,46 8,24 ± 0,73 Areia franca 

P Bodocó 1,43 ± 0,01 2,50 ± 0,00 59,29 ± 1,13 26,16 ± 0,45 14,54 ± 0,69 Franco-arenosa 

P Ipubi 1,31 ± 0,00 2,49 ± 0,01 61,11 ± 1,60 16,55 ± 1,11 22,34 ± 1,72 Franco-argilo-arenosa 

RL Afrânio 1,24 ± 0,02 2,49 ± 0,03 68,82 ± 0,47 23,86 ± 0,84 7,34 ± 0,40 Franco-arenosa 

RL Araripina 1,42 ± 0,01 2,54 ± 0,01 73,57 ± 5,18 17,13 ± 3,51 9,30 ± 1,9 Franco-arenosa 

RL Verdejante 1,35 ± 0,02 2,56 ± 0,01 48,10 ± 5,16 24,95 ± 3,22 26,95 ± 3,49 Franco-argilo-arenosa 

S Salgueiro 1,49 ± 0,04 2,52 ± 0,01 62,99 ± 0,37 30,33 ± 0,33 6,68 ± 0,66 Franco-arenosa 

S Cabrobó 1,37 ± 0,01 2,42 ± 0,07 77,07 ± 0,90 15,48 ± 0,57 7,45 ±0,44 Franco-arenosa 

S Terra Nova 1,41 ± 0,04 2,53 ± 0,03 53,84 ± 0,38 28,82 ± 0,28 17,34 ± 0,30 Franco-arenosa 

T S.M.B Vista 1,38 ± 0,03 2,50 ± 0,01 66,30 ± 1,37 19,07 ± 0,56 14,63 ± 1,04 Franco-arenosa 

T Petrolina 1,56 ± 0,03 2,58 ± 0,01 71,76 ± 1,90 20,83 ± 2,01 7,41 ± 1,19 Franco-arenosa 

*P = Argissolo; L = Latossolo; T = Luvissolo; RL = Neossolo Litólico; RQ = Neossolo Quartzarênico; RR = Neossolo Regolítico; S = Planossolo. 

X ± Y, onde X = Médias e Y = Erro padrão da média. 
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3.2 Experimento com planta-isca para a obtenção dos nódulos radiculares 

 

As comunidades rizobianas foram acessadas em ensaio de crescimento de planta-isca 

em casa de vegetação, utilizando vasos de polietileno. Cada amostra composta da parcela 

correspondeu a uma repetição do experimento em casa de vegetação. A espécie Vigna 

unguiculata L. (Walp) (feijão-caupi) foi utilizada como planta-isca (Figura 3). Essa espécie foi 

escolhida por sua conhecida habilidade de estabelecer simbiose com comunidades de alfa e 

beta-rizóbios. A variedade de feijão-caupi utilizada foi a BRS Pujante, com sementes obtidas 

do Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA). Antecedendo a semeadura, realizou-se a 

desinfestação superficial das sementes utilizando álcool etílico (98 %) por 3 minutos e 

hipoclorito de sódio (1 %) por 3 minutos (COSTA et al., 2014b), com dez lavagens sucessivas 

em água destilada estéril (ADE) para remover o resíduo do hipoclorito de sódio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados com 40 tratamentos, 

correspondentes aos pontos amostrais já descritos (Tabela 3) e três repetições. Quatro sementes 

foram semeadas por vaso. O desbaste foi realizado 15 dias após o plantio, deixando-se uma 

planta por vaso. A coleta das plantas foi realizada aos 50 dias após o plantio. 

Na ocasião da coleta, as raízes foram separadas da parte aérea e lavadas. Os nódulos 

foram destacados, contados e acondicionados em recipientes contendo sílica gel para 

preservação, obtenção da biomassa seca em sílica e posterior isolamento das bactérias. As raízes 

Figura 3: Visão geral do experimento conduzido com feijão-caupi para acessar comunidades 

rizobianas nativas de solos do Semiárido do estado de Pernambuco, Brasil 
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e a parte aérea foram acondicionadas em sacos de papel e submetidas à secagem em estufa de 

circulação forçada de ar a 65°C por 72 h, sendo posteriormente pesadas. Além das variáveis 

citadas, determinou-se o teor de nitrogênio total (NT) por digestão sulfúrica e posterior 

destilação pelo método do semimicro Kjeldahl (LIAO, 1981) no Laboratório de Energia da 

Biomassa do Departamento de Energia Nuclear (DEN) da UFPE. 

 

3.3 Isolamento e caracterização fenotípica dos isolados bacterianos 

 

Cinco nódulos foram amostrados aleatoriamente para cada unidade experimental e 

reidratados em água destilada estéril (ADE) por 60 minutos. Em capela de fluxo laminar, os 

nódulos foram desinfestados superficialmente por imersão em álcool etílico (98 %) por 30 

segundos e hipoclorito de sódio (2,5 %) por 5 minutos, com lavagens sucessivas em ADE. Com 

auxílio de uma pinça, os nódulos foram pressionados em placa de Petri com meio de cultura 

contendo extrato de levedura, manitol e ágar (YMA, pH 6.8) com adição do corante vermelho 

Congo (VINCENT, 1970). Antes do esmagamento, os nódulos foram rolados em uma parte da 

placa para verificar a eficiência do processo de desinfestação. Após o isolamento, as placas 

foram incubadas em estufa tipo BOD a 28 ºC até o aparecimento das colônias bacterianas. Após 

o aparecimento das colônias, os isolados foram transferidos para placas de Petri contendo meio 

YMA com azul de bromotimol como indicador de pH, e incubados nas mesmas condições 

descritas anteriormente sendo o aparecimento das colônias monitorado diariamente. Após o 

aparecimento de colônias típicas de rizóbio, as mesmas foram avaliadas e purificadas por meio 

de sucessivas inoculações no mesmo meio. 

Com os isolados já purificados, realizou-se a caracterização fenotípica conforme 

Martins et al. (1997), avaliando: reação de pH em meio de cultura (ácido (AC), alcalino (AL) 

ou neutro (N)); tempo de crescimento (rápido – colônias isoladas aparecem até três dias depois 

de repicadas; intermediário – colônias aparecem de quatro a seis dias; e lento – colônias 

aparecem depois de seis dias); tamanho da colônia (puntiforme - colônias com diâmetro menor 

que 1 mm; colônias com diâmetro entre 1-2 mm e colônias com diâmetro >2 mm); forma da 

colônia (circular ou irregular); aparência da colônia (homogênea ou heterogênea); transparência 

da colônia (opaca - quando não permite a passagem da luz através da placa; translúcida - quando 

permite a passagem da luz através da placa, mas sem muita nitidez; e transparente – percebe-se 

claramente o que tem do outro lado); cor das colônias (branca, amarela, creme e rósea); presença 

de muco (sim ou não); quantidade de muco (muito ou pouco); elevação (muito elevada, 

levemente elevada, sem elevação) e tipo de muco (viscoso, butírico ou floculoso). Depois de 
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caracterizados, os isolados, devidamente identificados, foram estocados em tubos de 

polipropileno (com capacidade para 2 mL) contendo 1,5 mL de meio YM (extrato de levedura 

e manitol) com glicerina (25 %) e armazenados em freezer a -20° C. 

 

3.4 Caracterização genotípica 

 

Todas as etapas envolvendo a caracterização molecular (extração de DNA, amplificação 

de genes, análise de restrição e purificação) foram realizadas no Laboratório de Microbiologia 

do Solo (LMS) da Embrapa Semiárido, Petrolina. Todos os isolados estocados foram colocados 

para crescer em meio YMA para a verificação da pureza. 

 

3.4.1 Extração de DNA 

 

Para todos os isolados, o DNA foi extraído por lise alcalina seguindo metodologia 

descrita por Wang et al. (1993), com modificações. Neste método de extração, as bactérias 

foram colocadas para crescer em meio YM conforme o tempo de crescimento de cada isolado. 

Centrifugou-se 1,0 mL da suspensão de células a 10.000 g por três minutos. Descartou-se o 

sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 1,0 mL de água ultra-pura esterilizada. Este 

procedimento foi repetido por mais duas vezes, com a última centrifugação sendo realizada por 

um tempo de 5 minutos. Após a última centrifugação e descarte do sobrenadante, o precipitado 

foi ressuspendido em 500 µL de NaOH (0,5 mol) e deixado em repouso por 10 minutos em 

temperatura ambiente. Em seguida, 30 µL do material lisado foi coletado e diluído em 470 µL 

de solução de Tris-HCl (20 mM, pH 8,0). O volume final de 500 µL correspondeu ao DNA 

extraído que foi armazenado a -20º C. 

 

3.4.2 Amplificação de fragmentos do gene simbiótico nodC 

 

A primeira triagem estabelecida como critério de seleção dos isolados rizobianos foi a 

amplificação de fragmentos do gene simbiótico nodC. Para isso, pares de iniciadores descritos 

para a amplificação de fragmentos do gene nodC de alfa e beta-rizóbios foram utilizados. Os 

pares de iniciadores utilizados foram: NodCforBurk (GAYATGGARTAYTGGYT) e 

NodCrevBurk (CTCAATGTACACARNGCRTA) (ELLIOTT et al., 2007) para amplificar o 

fragmento de aproximadamente 460 pares de bases (pb) de bactérias do grupo dos beta-rizóbios 

e NodCfor540 (TGATYGAYATGGARTAYTGGCT) e NodCrev1160 



53 

 

(CGYGACARCCARTCGCTRTTG) (SARITA et al., 2005) para amplificar o fragmento de 

aproximadamente 600 pares de bases (pb) de bactérias do grupo dos alfa-rizóbios. 

As reações foram realizadas em um volume final de 15 μL, contendo: tampão de reação 

1X, MgCl2 2,0 mM, dNTP 1,0 mM, Taq DNA polimerase 1,0 U, iniciadores (0,75 μM) e 4 μL 

de DNA. A amplificação ocorreu em termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems, EUA) 

com uma etapa de desnaturação inicial (94 ºC por 5 min), 35 ciclos de desnaturação (94 ºC por 

1 min), anelamento (55 ºC por 1 min) e extensão (72 ºC por 1 min), e extensão final a 72 ºC por 

5 min. Do produto da reação em cadeia da polimerase (PCR), uma alíquota de 2 μL de cada 

reação foi corada com 2 μL de azul de bromofenol contendo o agente intercalante GelRed 

(Biotium) e submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose (1,0 %) a 100 V por 90 

minutos, em tampão Tris-ácido bórico-EDTA (TBE) 0,5X. 

O tamanho dos fragmentos foi determinado utilizando o marcador molecular 100 pb 

DNA Ladder (DNA Express). Os géis foram documentados em fotodocumentador LPix-STi 

usando o programa “L-Pix lmagem 2.7” (Loccus Biotecnologia). 

 

3.4.3 Análise de restrição do DNA Ribossomal Amplificado – ARDRA 

 

Para todos os isolados nodC positivo, avaliou-se a diversidade genética utilizando a 

técnica da Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA). Para tal, 

amplificou-se o gene 16S rRNA com os iniciadores universais Y1 

(TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC) e Y3 (TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC), 

(YOUNG et al., 1991). As reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 30 

µL, contendo: tampão de reação 1X, MgCl2 1,5 mM, dNTP 0,5 mM, Taq DNA polimerase 1,0 

U, iniciadores (0,20 µM) e 7,6 µL de DNA. A amplificação foi programada para um ciclo de 

desnaturação inicial (94 ºC por 5 min), 35 ciclos de desnaturação (94 ºC por 1 min), anelamento 

(57 ºC por 1 min) e extensão (72 ºC por 2 min), e extensão final a 72 ºC por 7 min. O tamanho 

dos fragmentos foi determinado utilizando o marcador molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo 

Scientific). Os produtos de PCR foram tratados e visualizados da mesma forma conforme 

descrito para o nodC. 

Os sítios de corte das enzimas de restrição HaeIII, MspI e Hin6I estão apresentados na 

Tabela 4. As digestões com as endonucleases ocorreram overnight a 37 °C em um volume final 

de 10 µL, contendo: tampão de reação 1X, endonucleases 5 U e 5 µL do produto da PCR. Para 

as enzimas cujo tampão de reação não continha albumina do soro bovino (BSA), esta foi 

introduzida separadamente (2 µL/reação). Os produtos da digestão foram submetidos a 
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eletroforese horizontal em gel de agarose (1,0 %) a 100 V por 120 minutos, em tampão Tris-

borato-EDTA (TBE) 0,5X. Para verificar o tamanho dos fragmentos, utilizou-se nas laterais 

dos géis, o marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (DNA Express). Ao final da 

eletroforese, os géis foram documentados em fotodocumentador LPix-STi conforme descrito 

acima. As imagens dos géis foram analisadas com auxílio do programa BioNumerics 7.6 

(Applied Maths), utilizando o coeficiente de Jaccard e o método de agrupamento UPGMA para 

a construção do dendrograma de similaridade. 

 

Tabela 4: Sítios de corte das enzimas utilizadas na Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado 

(ARDRA) 

ENZIMAS FONTE SÍTIOS DE CORTE 

HaeIII Haemophilus aegyptius 
5’ – GG^CC – 3’ 

3’ – CC^GG – 5’ 

MspI Moraxella sp. 
5’ – C^CGG – 3’ 

3’ – GGC^C – 5’ 

Hin6I Haemophilus influenzae RFL6 
5’ – G^CGC – 3’ 

3’ – CGC^G – 5’ 

 

Além dos isolados nodC positivo, aplicou-se também a técnica de ARDRA a 17 estirpes 

de referência, a saber: Azorhizobium caulinodans (ORS 571T); Bradyrhizobium sp. (BR1436); 

B. japonicum (USDA 06T); B. neotropicale (BR10247T); B. elkanii (BR2811T); Ensifer sp. 

(USDA 192); E. saheli. (ATCC 51690T); Microvirga zambiensis (HIAMBI 3238T); 

Ochrobactrum lupini (DSM 16930T); Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (LMG 8820T); R. 

etli (CFN 42T); Paraburkholderia sabiae (BR3407T); P. tuberum (STM 678T); P. phymatum 

(STM 815T); P. nodosa (BR3437T); P. mimosarum (BR10610T) e Cupriavidus taiwannensis 

(BR3471T). 

A partir da análise do dendrograma de similaridade gerado pela análise dos perfis de 

ARDRA, foi determinado um “threshold” de 75 % de similaridade de acordo com o coeficiente 

de Jaccard para selecionar representantes dos grupos.  

 

3.4.4 Sequenciamento parcial de genes constitutivos e simbiótico 

 

A avaliação das relações filogenéticas dos isolados rizobianos foi realizada por meio do 

sequenciamento dos genes constitutivos 16S rRNA, recA e gyrB, além do gene simbiótico nodC. 
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O gene 16S rRNA foi o primeiro a ser sequenciado a fim de realizar o agrupamento e seleção dos 

isolados rizobianos para serem submetidos ao sequenciamento dos demais genes. 

Para amplificar o gene 16S rRNA foram utilizadas as mesmas condições e iniciadores 

descritos anteriormente no tópico de análise de restrição. Para os genes recA e gyrB utilizou-se, 

respectivamente, os seguintes pares de iniciadores: TSrecAF 

(CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG) e TSrecAR 

(CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG) (STEPKOWSKI et al., 2005) para amplificar 

o fragmento de aproximadamente 580 pb; gyrB343F (TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG) e 

gyrB1043R (AGCTTGTCCTTSGTCTGCG) (MARTENS et al., 2008) para amplificar o 

fragmento de aproximadamente 580 pb. Visando amplificar os fragmentos dos genes recA e 

gyrB de Paraburkhloderia, utilizou-se os seguintes pares de iniciadoras: recA-BurkF 

(AGGACGATTCATGGAAGAWAGC) e recA-BurkR 

(GACGCACYGAYGMRTAGAACTT) (SPILKER et al., 2009) para amplificar o fragmento 

de aproximadamente 416 pb; gyrB-BurkF (ACCGGTCTGCAYCACCTCGT) e gyrB-BurkR 

(YTCGTTGWARCTGTCGTTCCACTGC) (SPILKER et al., 2009) para amplificar o 

fragmento de aproximadamente 583 pb. 

Para ambos os genes (recA e gyrB), independente dos pares de iniciadores, as reações 

foram dimensionadas para um volume final de 30 μL, contendo: tampão de reação 1X, MgCl2 

2,0 mM, dNTP 0,4 mM, Taq DNA polimerase 1,0 U, iniciadores (0,2 μM) e 7,6 μL de DNA. 

Quanto às condições de amplificação no termociclador, o equipamento foi programado da 

seguinte forma: TSrecA - desnaturação inicial (95 ºC por 2 min), 35 ciclos de desnaturação (95 

ºC por 45 segundos), anelamento (58 ºC por 30 segundos) e extensão (72 ºC por 1,5 min), e 

extensão final a 72 ºC por 7 min; recA-Burk - desnaturação inicial (95 ºC por 5 min), 35 ciclos 

de desnaturação (94 ºC por 30s), anelamento (58 ºC por 30s) e extensão (72 ºC por 45s), e 

extensão final a 72 ºC por 7 min; gyrB343 - desnaturação inicial (95 ºC por 5 min), 35 ciclos 

de desnaturação (94 ºC por 1 min), anelamento (58 ºC por 1 min) e extensão (72 ºC por 1 min), 

e extensão final a 72 ºC por 5 min; gyrB-Burk - desnaturação inicial (95 ºC por 2 min), 35 

ciclos de desnaturação (94 ºC por 30 s), anelamento (58 ºC por 30s) e extensão (72 ºC por 1 

min), e extensão final 72 ºC por 5 min.  

Os pares de iniciadores e as condições de amplificação do gene simbiótico nodC foram 

descritas anteriormente durante a primeira triagem estabelecida como critério de seleção dos 

isolados rizobianos. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit comercial de 

purificação GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific), liofilizados e enviados para 

serem sequenciados na empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul). 
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Após a obtenção das sequências, a avaliação da qualidade foi realizada utilizando o 

programa SeqScanner 2.0 (Applied Biosystems). As sequências obtidas foram comparadas com 

aquelas disponíveis no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) a 

fim de verificar a similaridade com as sequências de estirpes tipo (type strain) utilizando-se a 

ferramenta “basic local alignment tool”, algoritmo Blastn (ALTSCHUL et al., 1990). As 

sequências das estirpes tipo e dos isolados rizobianos com maior similaridade foram baixadas 

para o alinhamento e alinhadas utilizando o algoritmo MUSCLE. O método Neighbour-Joining 

e o modelo Jukes-Cantor foram utilizadas para a elaboração das árvores filogenéticas com 

auxílio do programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). 

 

3.5 Testes bioquímicos 

 

Previamente, os isolados foram crescidos em meio YMA para a verificação da pureza 

e, posteriormente, repicados em meio YM onde foram submetidos à agitação constante em mesa 

agitadora a 120 rpm a temperatura ambiente, conforme o tempo de crescimento de cada isolado. 

Com isso, em todos os testes, para cada isolado, utilizou-se o mesmo pré-inóculo. 

 

3.5.1 Produção de AIA 

 

A quantificação de auxinas foi realizada adotando o método colorimétrico desenvolvido 

por Sarwar e Kremer (1995), com adaptações. Em tubos de centrifugação tipo Falcon (15 mL), 

contendo 3 mL de meio YM enriquecido com L-triptofano (100 µg.mL-1), foram adicionados 

100 µL do pré-inóculo de cada isolado, além da estirpe referência (BR3267) e a um controle 

negativo (apenas com o meio YM enriquecido com L-triptofano) para verificar possíveis 

contaminações. Antes de adicionar o pré-inóculo ao meio enriquecido com L-triptofano, 

avaliou-se em espectrofotômetro (540 nm) a densidade ótica (DO) de cada isolado afim de 

ajustar para uma absorbância de 0.5, a qual, na escala de Mc Farland, corresponde a uma 

concentração de células de 1,5 x 108 unidades formadoras de colônia (ufc) mL-1. As avaliações 

foram realizadas em triplicata e os tubos submetidos à agitação constante em mesa agitadora a 

120 rpm conforme o tempo de crescimento de cada isolado.  

Após ser verificado o crescimento rizobiano, os tubos foram submetidos à centrifugação 

(6000 g por 5 minutos). Para a estimativa da produção do AIA, 150 µL do sobrenadante de cada 

tubo foram transferidos para poços de microplacas de poliestireno (microplacas de Elisa com 

96 poços) onde, em seguida, foram adicionados 150 µL do reagente Salkowski. A reação 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
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colorimétrica ocorreu em temperatura ambiente durante 30 minutos no escuro. Os isolados 

capazes de produzir AIA proporcionaram o surgimento da cor rósea durante a reação (mais 

intensa para os isolados com maior capacidade de produção de AIA). A intensidade da 

coloração foi avaliada em comprimento de onda (λ) de 530 nm utilizando o espectrofotômetro 

UV-Vis (Multiskan GO, Thermo-Scientific). 

Para a estimativa da produção de AIA, os dados de absorbância foram interpolados em 

uma curva de calibração. Concentrações conhecidas de AIA sintético foram utilizadas para a 

elaboração da curva, a saber: 0, 150, 300, 500 e 750 µM (Figura 4). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Todas as soluções utilizadas foram preparadas conforme descrito a seguir: 

 

 Solução de L-triptofano: Para o preparo da solução estoque de L-triptofano (10 

mg.mL-1), realizou-se a diluição de 1 g de L-triptofano em 100 mL de água destilada. 

Gotas de KOH (1M) foram sendo adicionadas afim de proporcionar a completa 

dissolução do L-triptofano. Em seguida, a solução foi filtrada em filtro de seringa com 

porosidade de 0,22 µm e armazenada em frasco âmbar. Para o enriquecimento do meio 

YM com L-triptofano (100 µg.mL-1) adicionou-se 1 mL da solução estoque de L-

triptofano para cada 99 mL de meio de cultura esterilizado.  

 Solução estoque de AIA sintético (Vetec): foi preparada uma solução de 10 mM (1,75 

mg.mL-1) de AIA em água destilada, adicionando-se aos poucos KOH (1M).  
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Figura 4: Curva de calibração de AIA utilizada para quantificar, a partir da absorbância, o 

AIA produzido por isolados rizobianos de nódulos de feijão-caupi nativos de solos sob 

vegetação de caatinga densa 
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 Reagente de Salkowski (GORDON; WEBER, 1951): uma alíquota de 1 mL de 

FeCl3.6H2O 0,5M (1,35 g/10 mL) foi adicionada a 49 mL de HClO4 (35 %).  

 Curva de calibração de AIA: A partir da solução de 10 mM de AIA sintético, foram 

preparadas soluções estoque para cada ponto da curva com volume final de 40 mL. Para 

os pontos 1, 2 3 e 4, foram pipetadas alíquotas de 0,6; 1,2; 2,0 e 3,0 mL da solução de 

AIA sintético em tubos contendo 39,4; 38,8; 38 e 37 mL de água destilada.  Para o ponto 

zero (0) (sem AIA sintético), utilizou-se água destilada. A reação colorimétrica da curva 

ocorreu a partir da utilização de alíquotas de 150 µL de cada solução estoque e 150 µL 

da solução de Salkowski. O tempo de reação da curva bem como a avaliação da 

intensidade da coloração (Figura 5) ocorreram da mesma forma conforme descrito 

anteriormente. Os dados de absorbância foram plotados em um gráfico de dispersão (X, 

Y) utilizando o MICROSOFT OFFICE EXCEL, 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2 Produção de sideróforos 

 

A produção de sideróforos foi verificada utilizando o método quantitativo da microplaca 

descrito por Arora e Verma (2017), com modificações. Para isso, 1 mL do pré-inóculo de cada 

isolado foi centrifugado a 9.500 g por 5 minutos. A estirpe referência BR6267 e a amostra 

branca (apenas com o meio YM para verificar possíveis contaminações) também foram 

submetidas a este procedimento. Do sobrenadante, 150 µL foram transferidos para poços de 

microplacas de poliestireno (microplacas de Elisa com 96 poços) contendo 150 µL do corante 

cromoazurol S (CAS). Após a adição do sobrenadante e do CAS, armazenou-se a placa no 

escuro durante 30 minutos (tempo necessário para ocorrer a reação colorimétrica). Isolados 

capazes de converter a cor azul da solução de CAS para amarelo, dentro de 30 minutos, foram 

considerados positivos para a produção de sideróforos. O CAS é um complexo (corante-ferro) 

que, quando um ligante forte sequestra e complexa o Fe, o corante é liberado, causando, por 

tanto, a mudança de cor do azul para o amarelo. 

Figura 5: Reação colorimétrica da curva de calibração de AIA sintético 

utilizada para quantificar o AIA produzido por isolados rizobianos de nódulos 

de feijão-caupi nativos de solos sob vegetação de caatinga densa 
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Tanto a intensidade da coloração das amostras quanto da curva (Figura 6) foram 

avaliadas em comprimento de onda (λ) de 630 nm utilizando o espectrofotômetro UV-Vis 

(Multiskan GO, Thermo-Scientific). A partir dos valores de absorbância, realizou-se a 

interpolação dos dados em uma curva de calibração para estimar a produção de sideróforos. A 

curva foi construída com concentrações conhecidas de EDTA (sequestrante de ferro): 0; 1,5; 3; 

4,5; 6; 7,5 e 9 mM (Figura 7). Os resultados foram expressos em mM equivalente de EDTA. 

 

 

 

 

A solução indicadora de CAS foi preparada em balão volumétrico de 100 mL. Foram 

adicionados 6 mL da solução de Brometo de Hexadeciltrimetilamônio – HDTMA (10 mM) e 

um pouco de H2Od; 1,5 da solução férrica (FeCl3.H2O 1 mM) preparada em HCl 0,01 N e 7,5 

mL da solução aquosa de CAS (2 mM). Separadamente foi dissolvido 4,307 g de piperazina 

anidra em aproximadamente 20 mL de H2Od, adicionando-se, posteriormente, 6,25 mL de 

Figura 6: Reação colorimétrica da curva de calibração de sideróforos utilizada para 

quantificar os sideróforos produzidos por isolados rizobianos de nódulos de feijão-caupi 

nativos de solos sob vegetação de caatinga densa 
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Figura 7: Curva de calibração de sideróforos utilizada para quantificar, a partir 

da absorbância, os sideróforos produzidos por isolados rizobianos de nódulos de 

feijão-caupi nativos de solos sob vegetação de caatinga densa 
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HClconc. Após preparada, esta solução tampão (pH=5,6) foi então transferida para o balão 

volumétrico e o volume completado para 100 mL com H2Od. (SCHWYN; NEILANDS, 1987). 

 

3.5.3 Solubilização de fosfato de cálcio (CaHPO4) 

 

A capacidade de solubilizar fosfato de cálcio (CaHPO4) pelos isolados foi verificada 

utilizando o meio de cultura GL (10 g de glicose, 2 g de extrato de levedura e 15 g de Agar por 

litro de meio) desenvolvido por Sylvester-Bradley et al. (1982). A este meio foram adicionadas 

as soluções A (5 g de K2HPO4 em 50 mL de água) e B (10g de CaCl2 em 100 mL de água), 

ajustando-se o pH para 6.5 afim de formar o CaHPO4 (HARA; OLIVEIRA, 2004). Após 

fundido com os elementos responsáveis pela formação do precipitado insolúvel de CaHPO4, o 

meio foi vertido em placas de Petri. 

A partir do pré-inóculo de cada isolado, dez microlitros foram inoculados nas placas 

contendo o meio GL. A capacidade de solubilização foi verificada através da presença de um 

halo translucido ao redor da colônia. Os testes foram realizados em triplicata. O Índice de 

solubilização (IS) = Ø Halo (mm) / Ø Colônia (mm) (BERRAQUERO; BAYA; 

CORMENZANA, 1976) foi determinado no décimo dia de crescimento dos isolados no meio 

GL. As medidas dos diâmetros foram realizadas utilizando um paquímetro digital. Com base 

nos índices de solubilização, os isolados foram classificados como isolados com baixa (IS < 2), 

média (2 < IS < 4) e alta (IS>4) capacidade de solubilização. 

 

3.5.4 Capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono 

 

A capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono (C) foi avaliada com os pré-

inóculos ajustados para uma DO de 0.1 em espectrofotômetro (540 nm). Dez fontes de carbono 

foram utilizadas: ácido maléico, amido, arabinose, carboximetilcelulose (CMC), cellobiose, 

frutose, glicose, xilose, maltose e manitol. A avaliação foi realizada em triplicata, com as fontes 

de carbono na concentração de 1 %. Embora o meio de cultivo inicial dos isolados tenha sido o 

YMA (que tem como fonte de carbono o manitol), esta fonte foi utilizada novamente como 

controle positivo. 

Em poços de microplacas de poliestireno (microplacas de Elisa com 96 poços) foram 

adicionados 5 µl do pré-inóculo com a DO ajustada e 145 µl de meio com as diferentes fontes 

de carbono. Em temperatura ambiente, os isolados foram colocados para crescer de forma 

estática (sem agitação). Após o tempo de crescimento de cada isolado, realizou-se as leituras 
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em espectrofotômetro a 530 nm. Para cada fonte de carbono, colocou-se uma amostra branca 

(apenas com o meio de cultura) para verificar possíveis contaminações. Naturalmente, os 5 µl 

de cada isolado que foram adicionados aos poços, causam uma certa turbidez. Assim, visando 

realizar esta correção, antes de serem feitas as leituras em espectrofotômetro, ajustou-se 

novamente a DO de um isolado qualquer para 0.1. Uma alíquota de 5 µl desse isolado foi então 

transferida para os controles negativos de cada fonte afim de corrigir a turbidez natural causada 

pelos 5 µl de cada isolado adicionado. Os isolados capazes de utilizar as fontes de carbono aqui 

citadas, turvaram o meio de cultura, proporcionando uma absorbância superior a absorbância 

verificada nas amostras brancas. 

 

3.5.5 Produção de biofilme 

 

A partir do pré-inoculo de cada isolado, ajustou-se a DO para uma absorbância de 0.1 

em espectrofotômetro (540 nm). Após o ajuste, 5 µL do caldo de cultivo foram transferidos 

para cada poço da microplaca de poliestireno (microplacas de Elisa com 96 poços) 

suplementado com 195 µL de meio YM. Os isolados foram colocados para crescer em triplicata, 

de forma estática (sem agitação) e em temperatura ambiente. Além dos 60 isolados, foram 

reservados 3 poços para o cultivo da BR3267 (estirpe referência) e 3 poços para a controle 

negativo (apenas com o meio YM) para verificar possíveis contaminações. 

Após o tempo de crescimento de cada isolado, descartou-se o conteúdo da placa e três 

lavagens foram realizadas adicionando 200 µL de ADE em cada poço. Posteriormente às 

lavagens, em temperatura ambiente, as placas foram colocadas para secar por 20 minutos. Nos 

poços secos, adicionou-se 100 μL de Violeta de Genciana (0,25 %) por 5 minutos em 

temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram novamente lavadas conforme descrito 

anteriormente e 200 µL da solução álcool-acetona (proporção 80:20) foi adicionada em cada 

poço. Para os isolados capazes de produzir biofilme, foi possível verificar nos poços a cor roxo-

azulada, a qual foi submetida à leitura em espectrofotômetro a 620 nm (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 



62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diluições de violeta de genciana (0,25 %) em solução álcool-acetona (proporção 80:20) 

foram realizadas nas concentrações de 0; 25; 50, 75; 100; 130; 160; 187,5 e 250 µg.mL-1 (Figura 

9) afim de construir a curva de calibração para estimar a produção de biofilme. A avaliação da 

formação de biofilme foi realizada seguindo metodologia descrita por Merino et al. (2009), com 

modificações. 
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Figura 8: Produção de biofilme por isolados rizobianos de nódulos de feijão-caupi nativos de solos sob 

vegetação de caatinga densa. Adição de violeta de genciana (0,25 %) (A); Adição da solução álcool-acetona 

(proporção 80:20) (B); espectrofotômetro utilizado para estimar a formação de biofilme (C 
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Figura 9: Curva de calibração de biofilme utilizada para quantificar, a partir da 

absorbância, o biofilme produzido por isolados rizobianos de nódulos de feijão-caupi 

nativos de solos sob vegetação de caatinga densa 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Amplificação do gene nodC 

 

Dos nódulos coletados no experimento de planta-isca foram obtidos 434 isolados de 

nódulos de feijão-caupi. Por ser o marcador simbiótico mais utilizado em estudos de diversidade 

e evolução envolvendo genes de nodulação (MEYER et al., 2016; SANTOS et al., 2017; 

TAMPAKAKI et al., 2017; COSTA et al., 2017), todos os isolados foram submetidos à 

amplificação do gene nodC (Figura 10), sendo a primeira triagem realizada como critério de 

seleção. Dos 434 isolados, 338 foram positivos (nodC+) para a amplificação desse fragmento. 

Desse total de nodC+, 72 foram obtidos de Argissolo, 29 de Latossolo, 70 de Luvissolo, 76 de 

Neossolo Litólico, 8 de Neossolo Quartzarênico, 7 de Neossolo Regolítico e 76 de Planossolo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O insucesso da amplificação do gene nodC em 22,6 % dos isolados avaliados pode estar 

relacionado há alguns fatores: Pode decorrer do isolamento de bactérias não rizobianas que, 

consequentemente, não têm este gene. Alguns estudos têm demonstrado que no interior do 

nódulo também existem outros micro-organismos não nodulantes (COSTA et al., 2013; 

DHOLE et al., 2016, LEITE et al., 2018); pode existir divergências nos genes nod dos isolados 

(ESTRELLA et al., 2009) ou mesmo os oligonucleotídeos utilizados na amplificação podem 

não anelar nos loci do gene nodC das bactérias (LAGUERRE et al., 2001). No presente estudo, 
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Figura 10: Amplificação do fragmento do gene simbiótico nodC em isolados de nódulos de feijão-caupi: C - 

fragmento amplificado utilizando os primers NodCfor540 e NodCrev1160 para alfa-rizóbios e, D - fragmento 

amplificado utilizando os primers NodCforBurk e NodCrevBurk para beta-rizóbios. Os números correspondem 

aos isolados selecionados aleatoriamente, e o B ao controle negativo. O marcador molecular (M) utilizado em 

C e D foi o de 100pb DNA ladder 
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por exemplo, ficou comprovado que ambos os primers utilizados para amplificar o fragmento 

do gene nodC (nodCburk e nodCalfa), amplificam tanto o fragmento de alfa quanto de beta-

rizóbios, porém, verificou-se que o primer nodCburk é menos específico do que o primer 

nodCalfa. 

Embora existam essas limitações, o uso da amplificação do gene nodC tornou-se uma 

ferramenta de grande importância na seleção de rizóbios. Tem sido uma prática que tanto pode 

reduzir o tamanho, quanto dispensar a necessidade de um experimento de autenticação no 

hospedeiro de origem (FERNANDES JÚNIOR et al., 2013; MOTHAPO et al., 2013; SANTOS, 

2017; RODRIGUES et al., 2018). Ao se aplicar a abordagem com a utilização de mais de um 

par de iniciadores para loci distintos do nodC a probabilidade de não se amplificar o gene alvo 

é muito reduzida, conforme demonstrado recentemente por Silva et al. (2019) que 

desenvolveram uma abordagem simples de duplex PCR para a amplificação de genes 

simbióticos e utilizaram nas reações os dois pares de iniciadores usados no presente estudo. Os 

autores verificaram amplificação positiva em diversos rizóbios, tanto alfa como beta-rizóbios, 

indicando a abordagem como eficaz na seleção preliminar de bactérias rizobianas, tanto em 

reações de duplex como simplex PCR. No presente estudo observamos resultados positivos 

para a presença do gene nodC em 77,4 % das bactérias avaliadas, superior a estudos recentes 

utilizando a abordagem clássica de autenticação de rizóbios para feijão-caupi (MOHAMMED; 

JAISWAL; DAKORA, 2018), o que corrobora a validade da abordagem utilizada. 

 

4.2 Caracterização fenotípica dos isolados rizobianos 

 

Em sua maioria, os 338 isolados nodC+ são de crescimento rápido, acidificam o meio 

de cultura e produzem muito muco. Essas características têm sido comumente relatadas para 

microssimbiontes de diferentes espécies de leguminosas oriundos de solos sob vegetação nativa 

de regiões semiáridas do Brasil (TEIXEIRA et al., 2010; FREITAS et al., 2014), sendo 

atribuídas a estratégias de sobrevivência em função das altas temperaturas e baixa 

disponibilidade hídrica típicas dessas regiões. Essa característica também reflete na capacidade 

competitiva das bactérias que, em épocas mais amenas, no período chuvoso, tendem a aumentar 

sua população mais rapidamente quando comparadas a bactérias de crescimento lento (VAN-

GESTEL; LADD; AMATO, 1991). 

No presente estudo, aproximadamente 78 % dos isolados são de crescimento rápido, 13 

% intermediário e 9 % lento (Figura 11). O predomínio de isolados de crescimento rápido de 

nódulos de feijão-caupi também foi relatado para isolados nativos não apenas de solo do 
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Semiárido de Pernambuco (SILVA et al., 2007), mas do cerrado (CHAGAS-JÚNIOR et al., 

2013) e Amazônia (CHAGAS-JÚNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2010). A alta frequência de 

isolados com essa característica, nativos de regiões áridas e semiáridas, também tem sido 

relatada para outras leguminosas (TEIXEIRA et al., 2010; SHETTA; AL-SHAHARAN; 

ABDEL-AAL, 2011; FREITAS et al., 2014). Segundo Sharma et al. (2013), isolados de 

crescimento rápido nativos de regiões com cllima adverso, podem apresentar resistência a 

fatores limitantes, como tolerância a concentrações de sais de 40 dS m-1 em meio de cultura 

YMA e de água de irrigação com até 12 dS m-1 quando em simbiose. 

 

 

 

Diferentemente do presente estudo, dos 460 isolados de nódulos de feijão-caupi 

oriundos de 6 áreas sob cultivo e 1 área nativa do Semiárido brasileiro, Sena (2018) verificou 

que 60 % dos isolados apresentaram crescimento lento em meio de cultura. No entanto, a 

maioria dos isolados de crescimento lento foram obtidos de áreas sob cultivo, enquanto que na 

área nativa, 46 % dos isolados apresentaram crescimento rápido, confirmando a abordagem 

realizada no primeiro parágrafo deste tópico. 

Com base na alteração do pH, 69 % dos isolados acidificaram o meio de cultura, 30 % 

não modificaram o pH e 1 % alterou o pH para alcalino (Figura 12). Na literatura tem sido 

verificado que isolados que acidificam o meio de cultura geralmente apresentam crescimento 

rápido (FREITAS et al., 2014; KAPEMBWA et al., 2016), condizendo com os resultados 

obtidos no presente estudo. 
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Figura 11: Distribuição de isolados de rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de solos do Semiárido de 

Pernambuco em função do tempo de crescimento 
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Embora não tenha sido uma diferença muito grande, predominaram isolados com 

capacidade de produção de muito muco (exopolissacarídeos) (54 %) (Figura 13). Essa 

característica também está associada a isolados de crescimento rápido, estando diretamente 

envolvida na capacidade dos isolados em tolerarem condições ambientais adversas (BOMFETI 

et al., 2011), tais como temperaturas elevadas (SILVA et al., 2007) e acidez do solo 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Polissacarídeos extracelulares são importantes na retenção de 

água, contribuindo com a formação de um microambiente que protege o micro-organismo, 

servindo também, de reserva de energia em ambientes onde a disponibilidade de nutrientes é 

limitada (SAYYED; JAMADAR; PATEL, 2011). 
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Figura 12: Distribuição de isolados de rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de solos do Semiárido de 

Pernambuco em função da alteração do pH em meio de cultura 
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Figura 13: Distribuição de isolados de rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de solos do Semiárido de 

Pernambuco em função da quantidade de muco (exopolissacarídeos) 
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4.3 Diversidade genética de rizóbios de nódulos de feijão-caupi utilizando ARDRA 

 

 Os 338 isolados obtidos na primeira triagem foram submetidos à Análise de Restrição 

do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), para avaliar a variabilidade genética da coleção 

nodC+. A análise conjunta dos perfis de restrição do 16S rRNA obtido a partir das 

endonucleases HaeIII, MspI e Hin6I de corte frequente (Figura 14), permitiu a formação de 

dois grandes grupos com 50 % de similaridade que, de acordo com a distribuição das estirpes-

referência, consistiu na separação dos isolados nas classes dos alfa e beta-rizóbios (G1 e G2, 

respectivamente) (APÊNDICE A). Levando em consideração a formação desses dois grandes 

grupos, nota-se que a proporção de isolados agrupados em G1 e G2 foi de aproximadamente 

50%, com 166 isolados agrupando-se aos beta-rizóbios e 172 à alfa rizóbios.  

 

 

As estirpes-referência agrupadas em G1 foram: Azorhizobium caulinodans (ORS 571T); 

Bradyrhizobium japonicum (USDA 06T); B. neotropicale (BR10247T); B. elkanii (BR2811T); 

B. sp. (BR1436); Ensifer sp. (USDA 192); E. saheli. (ATCC 51690T); Microvirga zambiensis 

(HIAMBI 3238T); Ochrobactrum lupini (DSM 16930T); Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 

B 

C 

A 

Figura 14: Perfis de restrição do fragmento do gene 16S rRNA de isolados de nódulos de feijão-caupi 

cultivado em solos do Semiárido de Pernambuco. Enzimas: HaeIII (A), Hin6I (B) e MspI (C) 
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(LMG 8820T) e R. etli (CFN 42T). Nesse grupo é possível perceber a separação, em subgrupos, 

dos isolados agrupados com o gênero Microvirga e Bradyrhizobium. Um outro subgrupo dos 

alfa-rizóbios foi representado pelas demais estirpes-referência. Em G2 as estirpes-referência 

que agruparam os isolados foram: Paraburkholderia sabiae (BR3407T); P. tuberum (STM 

678T); P. phymatum (STM 815T); P. nodosa (BR3437T); P. mimosarum (BR10610T); e 

Cupriavidus taiwannensis (BR3471T). 

Ambos os grupos (G1 e G2) foram representados por isolados nativos de todas as classes 

de solo estudadas (Argissolo, Luvissolo, Planossolo, Neossolo Litólico, Neossolo 

Quartzarênico e Neossolo Regolítico). No entanto, em G1, as duas classes de solo com maior 

representatividade em número de isolados foram Planossolo e Argissolo. Do total de 166 

isolados, aproximadamente 60% foram obtidos dessas duas classes. Em G2, Luvissolo e 

Neossolo Litólico foram as classes com o maior número de isolados, sendo responsável por 

aproximadamente 50% do total de isolados do grupo (172). Na tabela 5 encontra-se o teste qui-

quadrado para as frequências observadas e esperadas quanto a proporção de rizóbios de nódulos 

de feijão-caupi nativos de solos sob vegetação de caatinga densa na região Semiárida de 

Pernambuco. Foi evidenciado que as diferentes classes de solos promoveram diferenças na 

frequência de alfa e beta-rizóbios. 

 

Tabela 5: Teste de qui-quadrado para as frequências observadas e esperadas para a proporção de alfa e 

beta-rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de solos sob vegetação de caatinga densa na região 

Semiárida de Pernambuco 

Classe de solo 
Beta-rizóbios Alfa-rizóbios 

Total 
Observada (Esperada) 

Argissolo 44 (36,6) 28 (35,36) 72 

Latossolo 25 (14,7) 4 (14,24) 29 

Luvissolo 21 (35,6) 49 (34,37) 70 

Neossolo Litólico 29 (38,6) 47 (37,32) 76 

Neossolo Regolítico 6 (3,5) 1 (3,47) 7 

Neossolo Quartzarênico 7 (4,07) 1 (3,92) 8 

Planossolo 40 (38,6) 36 (37,32) 76 

 

Ao considerar um “threshold” de 100% de similaridade, 209 grupos foram formados, o 

que permitiu a constatação da grande variabilidade genética existente entre os isolados de 

rizóbios avaliados. Além disso, nenhum dos 338 isolados apresentou 100% de similaridade com 

nenhuma das 17 estirpes-referência utilizadas. Esses resultados podem sugerir a presença de 

rizóbios ainda não descritos. Estudando a diversidade de rizóbios nativos de solos do Submédio 

do Vale do São Francisco e oriundos de nódulos de feijão-caupi, Leite et al. (2009), utilizando 

a técnica de ARDRA, também verificaram grande variabilidade genética dos isolados, porém 

prevalecendo alfa-rizóbios, divergindo do presente estudo. 
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Em todas as classes de solos constatou-se a presença de rizóbios com perfis muito 

diverso. Devido a variabilidade dos perfis gerados pela restrição do fragmento do 16S rRNA, 

foi possível verificar que isolados de nódulos de feijão-caupi encontram-se amplamente 

distribuídos por todo o Semiárido de Pernambuco. Em função dessa grande variabilidade dos 

perfis eletroforéticos, não foi possível constatar relação biogeográfica entre os grupos formados 

e a origem dos isolados. Silva et al. (2012), estudando a diversidade de rizóbios em solos da 

Amazônia utilizando feijão-caupi como planta-isca, também não verificaram relação entre os 

agrupamentos e a origem dos isolados. Padrões biogeográficos também não foram observados 

ao se avaliar a variabilidade genética de rizóbios de Erythrina velutina no Semiárido 

Pernambucano (RODRIGUES et al., 2018). Por outro lado, Mohammed, Jaiswal e Dakora 

(2018) observaram clara distribuição geográfica entre os rizóbios de feijão-caupi em diferentes 

regiões da África do Sul. Resultados como estes mostram que no semiárido brasileiro, embora 

exista uma biodiversidade de rizóbios muito grande, padrões biogeográficos claros ainda não 

puderam ser observados, já que muitos grupos coabitam os mesmos locais. 

A técnica de ARDRA, utilizando as três enzimas citadas acima, foi suficiente para 

discriminar geneticamente os isolados agrupados em alfa- e beta-rizóbios. Comparando os 

grupos formados no ARDRA e no sequenciamento dos genes estudados, verifica-se que quase 

que a totalidade dos isolados sequenciados agruparam-se com os mesmos gêneros utilizados no 

agrupamento do ARDRA. Essa característica evidencia o caráter filogenético da técnica. 

Quanto aos poucos isolados que no sequenciamento divergiram do agrupamento do ARDRA, 

Silva et al. (2012) também verificaram essa característica para isolados de nódulos de feijão-

caupi nativos de solos da Amazônia. Para os autores, a razão disso é que a técnica de ARDRA 

é baseada na presença ou ausência de locais de restrição dentro do “amplicon”, enquanto o 

sequenciamento compara todas as bases das sequencias alinhadas. 

Visando reduzir o esforço para o sequenciamento, foi utilizado um “threshold” de 75% 

de similaridade para selecionar representantes de grupos para o sequenciamento dos genes 

selecionados. Quarenta e oito grupos foram formados e, em grupos maiores, mais de um isolado 

foi escolhido. Após adotar esse critério de seleção, dos 338 isolados, 60 foram submetidos à 

amplificação e sequenciamento do gene 16S rRNA e, dos 60, selecionou-se, aleatoriamente, 30 

isolados para serem sequenciados os genes nodC, recA e gyrB.  
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4.4 Sequenciamento do gene 16S rRNA 

 

Para o posicionamento taxonômico, os 60 isolados selecionados no agrupamento do 

ARDRA foram submetidos à amplificação do fragmento do gene 16S rRNA, purificação e 

sequenciamento. Dos 60 isolados, 41 apresentaram sequências de boa qualidade em ambos os 

sentidos de sequenciamento (forward e reverse) após verificação no programa SeqScanner. 

Estes isolados tiveram os “contigs” montados com ambas as sequencias do gene 16S rRNA. As 

sequências montadas dos 41 isolados foram alinhadas com sequências de estirpes depositadas 

no banco de dados GenBank. A similaridade dos novos isolados de feijão-caupi variou de 91 a 

99 % para aqueles que apresentaram similaridade com o gênero Paraburkholderia, 97 a 99 % 

para os isolados mais próximos do gênero Bradyrhizobium, e 86 a 99 % para os isolados 

similares ao gênero Rhizobium. Levando em consideração os isolados submetidos ao 

sequenciamento, Paraburkholderia (18) foi o gênero com maior número de isolados, seguido 

de Rhizobium (13) e Bradyrhizobium (10) (Tabela 5). 

  A proporção de alfa e beta-rizóbios após o sequenciamento do 16S rRNA foi condizente 

com a encontrada no agrupamento do ARDRA, com populações bem estabelecidas de ambas 

as classes (Figura 16). Por ser uma espécie de ampla faixa hospedeira, encontrar ampla base 

genética de alfa-rizóbios estabelecendo simbiose com o feijão-caupi já era esperado, entretanto, 

a relação de aproximadamente 50/50 entre alfa e beta-rizóbios é novidade para a dinâmica da 

associação rizóbio x feijão-caupi, sendo uma surpresa encontrar uma população tão 

representativa de rizóbios classificados como Paraburkholderia, associados a esta cultura em 

solos do Semiárido brasileiro. Embora Leite (2015) tenha verificado a presença de beta-rizóbios 

associados à cultura e nativos dessa região, o mais comum tem sido a associação com alfa-

rizóbios (LEITE et al., 2009; RADL et al., 2014). 

A abundante associação de feijão-caupi e Paraburkholderia já foi demonstrada no 

estado de Minas Gerais em áreas de depósito de rejeito de mineração e áreas de vegetação nativa 

adjacente nos municípios de Brumadinho (Mata Atlântica) e Nova Lima (Cerrado). Neste 

estudo, a presença de Paraburkholderia (principalmente os isolados relacionados com P. 

nodosa) foi em torno de 50% nos solos em área de Cerrado e não foram ocorrentes em Mata 

Atlântica (CASTRO et al., 2017). Estudo conduzidos no Cerrado brasileiro já demonstrara que 

Phaseolus vulgaris (Tribo Phaseolae, como o feijão-caupi) nodula preferencialmente com P. 

nodosa naqueles solos (DALL’AGNOL et al., 2016). Dados similares não haviam sido 

mostrado para a Caatinga até o presente, o que indica que há uma diversidade rizobiana não 

explorada na região. 
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 Dentro do gênero Paraburkholderia, a maioria dos isolados apresentaram similaridade 

com Paraburkholderia diazotrophica NKMU-JPY461T, um total de 14 isolados com 

similaridade variando de 91 a 99 %. Os isolados agrupados com esse gênero estão distribuídos 

em todas as classes de solo e zonas climáticas (Agreste e Sertão) estudadas, abrangendo 13 

municípios do Semiárido de Pernambuco (Petrolina, Santa Maria da Boa Vista, Vertente do 

Lério, Afrânio, Verdejante, São José do Egito, São Bento do Uma, Venturosa, Terra Nova, 

Cabrobó, Araripina, Capoeiras e Inajá). 

 Diferentemente do observado nos estudos discutidos no parágrafo acima, a similaridade 

das Paraburkholderia de feijão-caupi encontradas neste trabalho é congruente com P. 

diazotrofica e não com P. nodosa, o que indica que há bactérias diferentes daquelas do Cerrado 

disseminadas nos solos de caatinga densa avaliados neste estudo. 

O bioma Caatinga é rico em espécies vegetais, com destaque para as leguminosas 

(ZAPPI et al., 2015). Entre as espécies amplamente distribuídas na caatinga e com reconhecida 

capacidade nodulífera, as pertencentes ao gênero Mimosa tem recebido particular atenção 

devido ao seu comprovado potencial de FBN (FREITAS et al., 2010). Além disso, diversos 

autores têm relatado que espécies de Mimosa se associam preferencialmente com rizóbios 

pertencentes à classe das beta-proteobactérias, principalmente Paraburkholderia (ELLIOTT et 

al., 2009; BONTEMPS et al., 2010; REIS-JÚNIOR et al., 2010; LIU et al., 2012). A 

abrangência geográfica da ocorrência das Mimosa spp. na caatinga pode ter colaborado para a 

disseminação dos rizóbios nativos na região.  

Cabe ressaltar que os estudos visando avaliar a variabilidade genética dos isolados 

rizobianos de feijão-caupi, conduzidos até o momento, na região Nordeste, geralmente são 

conduzidos com amostras de solo, ou plantas, coletadas em áreas agrícolas (MARTINS et al., 

2003; LEITE et al., 2009; MARINHO et al., 2017). Nestes estudos, os rizóbios isolados são em 

sua grande maioria identificados como alfa-proteobacteria. Em estudo também conduzido no 

Laboratório de Microbiologia do Solo da Universidade do Estado da Bahia, Sena (2018) isolou 

e identificou rizóbios de feijão-caupi nativos de solos sob vegetação nativa e áreas cultivadas. 

Todos os isolados identificados fazem parte da classe dos alfa-rizóbios, não havendo, portanto, 

beta-rizóbios nesta coleção. Possivelmente, o manejo do solo para o cultivo deve alterar a 

estrutura das comunidades rizobianas favorecendo a prevalência dos alfa-rizóbios em 

detrimento dos betas. De acordo com esta hipótese, estas só puderam ser obtidas neste trabalho 

por se tratarem de áreas não-manejadas de caatingas densas. 
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Tabela 6: Identificação de 41 isolados bacterianos de feijão-caupi por meio da comparação de 

sequências do gene 16S rRNA com aquelas de estirpes “tipo” disponíveis no banco de dados 

GenBank 

ID Solo* ZC** Gênero 
Identidade 

(%) 
Nº de acesso 

Paraburkholderia 

C31-4 T Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 98 NR 117848.1 

C31-3 T Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 98 NR 117848.1 

C58-3 T Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 98 NR 117848.1 

C58-5 T Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 98 NR 117848.1 

C59-4 T Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 99 NR 117848.1 

C61-1 RL Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 99 NR 117848.1 

C37-4 RL Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 99 NR 117848.1 

C100-5 RL Agreste P. diazotrophica NKMU-JPY461T 99 NR 117848.1 

C54-2 RL Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 98 NR 117848.1 

C55-2 RL Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 99 NR 117848.1 

C17-5 P Agreste P. diazotrophica NKMU-JPY461T 99 NR 117848.1 

C15-2 P Agreste P. diazotrophica NKMU-JPY461T 97 NR 117848.1 

C84-3 S Agreste B. cepacia 99 NR 114491.1 

C35-3 S Sertão P. kururiensis JCM10599T 96 NR 024721.1 

C65-3 S Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 99 NR 117848.1 

C69-1 L Sertão B. cepacia  99 NR 113645.1 

C81-3 RR Agreste P. phenoliruptrix 99 NR 042901.1 

C21-1 RQ Sertão P. diazotrophica NKMU-JPY461T 91 NR 117848.1 

Bradyrhizobium 

C22-5 RQ Sertão B. icense LMTR 13 99 NR 133707.1 

C21-3/1 RQ Sertão B. namibiense 5-10T 99 NR 159233.1 

C22-4/1 RQ Sertão B. icense LMTR 13  97 NR 133707.1 

C51-4 P Agreste B. ingae BR 10250 T 97 NR 133985.1 

C51-5 P Agreste B. canariense 98 NR 114199.1 

C44-4 P Sertão B. yuanmingense NBRC 100594T 99 NR 112928.1 

C100-4 RL Agreste B. kavangense 14-3T 99 NR 145925.1 

C11-1 T Sertão B. kavangense 14-3T 99 NR 145925.1 

C78-3 S Sertão B. elkanii USDA 76 97 NR 036953.1 

C69-2 L Sertão B. rifense CTAW71 99 NR 116361.2 

Rhizobium 

C66-5 P Sertão R. calliandrae CCGE524T 99 NR 109693.1 

C67-3 P Sertão R. calliandrae CCGE524T 99 NR 109693.1 

C43-1 P Sertão R.  freirei  PRF 81T 99 NR 114564.1 

C11-4/2 T Sertão R. multihospitium CCBAU 83401T  86 NR 044053.1 

C12-2/2 T Sertão R. freirei  PRF 81T 91 NR 116336.1 

C13-2 T Sertão R. tropici CIAT 899 97 NR 102511.1 

C25-2/1 S Sertão R. miluonense CCBAU 41251T 99 NR 044063.1 

C28-4/1 S Agreste R. freirei  PRF 81T 98 NR 114564.1 

C90-5 RL Sertão R. freirei  PRF 81T 97 NR 114564.1 

C91-3 RL Sertão R. miluonense CCBAU 41251T  97 NR 044063.1 

C82-2 RR Agreste R. freirei  PRF 81T 98 NR 114564.1 

C98-3 L Sertão R.  freirei  PRF 81 T 98 NR 114564.1 

C66-3 P Sertão R. tropici NBRC 15247 98 NR 113739.1 

*P = Argissolo; L = Latossolo; T = Luvissolo; RL = Neossolo Litólico; RQ = Neossolo 

Quartzarênico; RR = Neossolo Regolítico; S = Planossolo. 

**ZC – zona climática 

 

Todos os isolados classificados como alfa-rizóbios ficaram distribuídos nos gêneros 

Bradyrhizobium e Rhizobium. Dos isolados agrupados com Bradyrhizobium, o isolado C44-4 

apresentou 99% de similaridade com a estirpe tipo de B. yuanmingense (NBRC 100594T). Essa 

espécie é a mesma utilizada como inoculante comercial para feijão-caupi no Brasil (BR 3267) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114491.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6SHZHXM1014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219856900
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024721.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SME2CUR01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252447
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113645.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6T2VGYRE015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343198567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_042901.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHEGA4S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6SK8PYN0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6SK8PYN0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1491516035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6SK8PYN0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_961555018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_133985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SMN034U014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112928.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6T2VGYRE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145925.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SGZ4ZEF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145925.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SGZ4ZEF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6SK8PYN0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1146059162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145894.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=6SJYDNG8015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485099115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6SKF1ZHA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566085618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_109693.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SM40U9R015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485099115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6SKF1ZHA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485099115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6SKF1ZHA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SM40U9R015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SJG4PDE014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SKF1ZHA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343198927
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SM40U9R015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SKF1ZHA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485099115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6SKF1ZHA015
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(MARTINS et al., 2003; LEITE et al., 2018) e também foi isolada de solo do Semiárido 

pernambucano. Informações sobre as características dos 41 isolados com sequência de boa 

qualidade estão disponíveis na tabela 6. 

 

Tabela 7: Iniciadores que amplificaram o fragmento do gene nodC: A - Sarita et al. (2005); B - Elliot et 

al. (2007); Tempo de crescimento: R - rápido; L - lento, I - intermediário; reação de pH: A - ácido, N - 

neutro, Al - alcalino; tamanho da colônia (TC); cor da colônia (CC): A - amarela, C - creme; e quantidade 

de muco (QM): M - muito, P - pouco, dos 41 isolados que após o sequenciamento do gene 16S rRNA, 

apresentaram sequências de boa qualidade  

nodC 
Tempo de 

crescimento 
pH TC (mm) CC QM 

 
Paraburkholderia 

C31-4 B R N 1-2 A M 

C31-3 B R A 1-2 A P 

C58-3 B R A >2 C M 

C58-5 B R A >2 C M 

C59-4 B R A >2 A M 

C61-1 B R A >2 C M 

C37-4 B R A 1-2 A P 

C100-5 B R A 1-2 A M 

C54-2 B R A 1-2 A P 

C55-2 B R A 1-2 A P 

C17-5 B R A 1-2 A P 

C15-2 B R A 1-2 A P 

C84-3 B R A 1-2 A M 

C35-3 A R A <1 A P 

C65-3 A R A 1-2 A P 

C69-1 B R N >2 A M 

C81-3 A R A 1-2 C M 

C21-1 B R A >2 A M  
Bradyrhizobium 

C22-5 A I N <1 A P 

C21-3/1 B L N <1 A P 

C22-4/1 B L AL <1 A P 

C51-4 A R N <1 A P 

C51-5 A R N <1 A P 

C44-4 B I N <1 C M 

C100-4 B I N <1 C M 

C11-1 A I N <1 C M 

C78-3 B R N <1 A P 

C69-2 A I N 1-2 A P  
Rhizobium 

C66-5 A R A <1 A P 

C67-3 A R A 1-2 A M 

C43-1 A R A >2 A M 

C11-4/2 A R A >2 A M 

C12-2/2 B R A >2 A M 

C13-2 B R A >2 A M 

C25-2/1 B R A >2 A M 

C28-4/1 B R A 1-2 A M 

C90-5 B R A 1-2 A M 

C91-3 B R A <1 A M 

C82-2 B R N <1 A P 

C98-3 B R A 1-2 A M 

C66-3 B R A 1-2 A M 
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 Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110T (NC_004463)
 Bradyrhizobium stylosanthis BR 446T (KU724142)
 Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 53363T (CP022219.1)
 Bradyrhizobium iriomotense EK05T (AB300992)
 C69-2/L/Se/Ara.
 Bradyrhizobium arachidis CCBAU 051107T (HM107167)
 Bradyrhizobium rifense CTAW71 (EU561074)
 Bradyrhizobium yuanmingense LMG21827T (AF193818)

 C44-4/P/Se/Ita.
 Bradyrhizobium kavangense 14-3T (NR_145925.1)
 C100-4/RL/Ag/VL

 C11-1/T/Se/ST
 Bradyrhizobium americanum CMVU44T (KU991833)
 Bradyrhizobium canariense LMG BTA-1T (AY577427)

 Bradyrhizobium japonicum USDA 6T (X66024)
 C51-4/P/Ag/SBU1

 C51-5/P/Ag/SBU1
 C22-5/RQ/Se/Ina.

 C21-3/1/RQ/Se/Ina.
 Bradyrhizobium icense LMTR 13T (KF896156)
 Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086T (GU433448)

 C78-3/S/Se/Sal.
 C22-4/1RQ/Se/Ina.

 Bradyrhizobium elkanii USDA 76T (AF362942.2)
 Bradyrhizobium tropiciagri CNPSo 1112T (AY904753)

 Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T (AY624135)
 Bradyrhizobium embrapense CNPSo 2833T (AY904773)
 Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 690T (FJ025107)

 Bradyrhizobium jicamae PAC68T (AY624134)
 Bradyrhizobium retamae Ro19T (KC247085)

 Rhizobium calliandrae CCGE524T (NR_109693.1)
 C66-5/P/Se/SJB
 C66-3/P/Se/SJB
 C67-3/P/Se/SJB
 Rhizobium jaguaris CCGE525T (JX855169.1)
 Rhizobium mayense CCGE526T (JX855172.1)
 Rhizobium lusitanum P1-7T (AY738130.2)

 Rhizobium multihospitium CCBAU 83401T (EF035074.2)
 Rhizobium tropici CIAT 899T (NR_102511.1)

 C13-2/T/Se/Cust
 Rhizobium miluonense CCBAU 41251T (NR_044063.1)
 C25-2/1/S/Se/Igu.
 Rhizobium freirei PRF 81 (NR_114564.1)
 C43-1/P/Se/ita.

 C12-2/2/T/Se/Cust
 C11-4/2/T/Se/ST

 C98-3/L/Se/SCV
 C28-4/1/S/Ag/Bui.
 C82-2/RR/Ag/Cap.
 C91-3/RL/Se/Ara.

 C90-5/RL/Se/Ara.
 Rhizobium laguerreae FB206T (JN558651.2)

 Rhizobium etli CFN 42T (U28916.1)
 Rhizobium mesoamericanum CCGE501T (JF424606.1)

 C58-3/T/Se/SMBV
 C37-4/RL/Se/Afr.
 C100-5/RL/Ag/VL
 C31-4/T/Se/Pet.
 C31-3/T/Se/Pet.
 C61-1/RL/Se/Verd.
 C65-3/S/Se/Cab.
 C58-5/T/Se/SMBV
 C55-2/RL/Se/SJE
 C17-5/P/Ag/SBU2
 C15-2/P/Ag/SBU2

 C54-2/RL/Se/SJE
 Paraburkholderia diazotrophica NKMU-JPY461T (NR_117848.1)

 C21-1/RQ/Se/Ina.
 C59-4/T/Se/SMBV
 Paraburkholderia kururiensis JCM10599T (NR_024721.1)

 Paraburkholderia symbiotica JPY345T (HM357232.1)
 C35-3/S/Se/TN

 Paraburkholderia soli GP25-8T (NR_043872.1)
 Paraburkholderia sabiae BR 3407T (NR_115261.1)

 Paraburkholderia phymatum STM815T (AJ302312.1)
 Paraburkholderia phenoruptrix AC1100T (AY435213.1)

 C81-3/RR/Ag/Cap.
 Paraburkholderia nodosa BR 3437T (AY773189.1)

 Paraburkholderia mimosarum PAS44T (AY752958.1)
 C84-3/S/Ag/Vent.

 C69-1//L/Se/Ara.
 Cupriavidus taiwanensis LMG 19424T (NR_074823.1)
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Figura 15: Árvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construída com base em 

sequencias parciais do gene 16S rRNA de 41 sequências de bactérias isoladas de feijão-caupi e de 41 estirpes 

tipo utilizadas como referência (1152 pb). Números nas ramificações representam os valores de bootstrap com 

1000 repetições 
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4.5 Sequenciamento dos genes constitutivos gyrB e recA 

 

Analisando a árvore com base nos 24 isolados com sequência de boa qualidade do gene 

recA (recombinase A), verificou-se que, oito isolados fazem parte da classe das 

betaproteobactéria pertencentes ao gênero Paraburkholderia (C35-3, C88-1/1, C100-5, C15-2, 

C20-3, C21-1, C37-4, C58-3, C59-4 e C65-3). Apesar de ter origem no mesmo clado, os 

isolados C35-3 e C88-1/1 não apresentaram agrupamento com nenhuma das estirpes tipo de 

Paraburkholderia utilizada como referência. Por outro lado, as sequências dos isolados C100-

5, C15-2, C20-3, C21-1, C37-4, C58-3, C59-4 e C65-3 indicaram similaridade próxima de 100 

% com a estipe Paraburkholderia diazotrophica LMG 26031T  (Figura 17). 

 P. diazotrophica foi descrita por Sheu et al. (2013). Das cinco estirpes identificadas 

pelos autores como a nova espécie de P. diazotrophica, três são oriundas de nódulos radiculares 

de espécies de Mimosa ocorrentes no Brasil: JPY461T - isolada de nódulos de Mimosa candollei 

coletados na Chapada dos Veadeiros, JPY389 - isolada de nódulos de Mimosa pudica da 

Chapada Diamantina e JPY359 – isolada de nódulos de Mimosa tenuiflora coletados de árvores 

no estado da Bahia. M. tenuiflora é uma espécie que ocorre em oito dos nove estados da região 

Nordeste, excetuando-se o estado do Maranhão, sendo amplamente distribuída no bioma 

Caatinga (APNE/CNIP, 2014). É provável, portanto, que a espécie tenha contribuído com a 

dispersão de P. diazotrophica nos solos da região. Esse fato pode justificar a alta similaridade 

dos 8 isolados agrupados com P. diazotrophica obtidos no presente estudo e com distribuição 

em cinco classes de solo. 

Para os alfa-rizóbios, apenas 2 isolados (C19-1 e C98-3) agruparam com o gênero 

Rhizobium, apresentando similaridade inferior a 94 % com a espécie Rhizobium calliandrae 

CCGE524T. O isolado 100-4 não agrupou com nenhuma das estirpes de Bradyrhizobium 

utilizadas. Dez dos doze isolados agrupados com o gênero Bradyrhizobium ficaram mais 

próximos de Bradyrhizobium yuanmingense, uma espécie que já foi relatada habitando solos 

do Semiárido brasileiro, sendo de grande importância para a FBN em feijão-caupi. 
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 C11-5/T/Se/TaL
 C81-5/2/RR/Ag/Cap
 C11-1/T/Se/Tal

 C44-4/P/Se/Ita
 C47-2/RL/Ag/Pedra

 Bradyrhizobium yuanmingense LMG 21827T (AM168343.1)
 C10-2/1/T/Se

 C25-1/1/S/Se/Ig
 C78-3/S/Se/Sal
 C51-5/P/Ag/SBU1

 C82-2/RR/Ag/Cap
 Bradyrhizobium japonicum USDA 06T (AM182158.1)

 Bradyrhizobium kavangense 14-3T (KM378399.1)
 Bradyrhizobium iriomotense AK05T (AB300996.1)

 C69-2/L/Se/Ara
 Bradyrhizobium embrapense SEMIA 6208T (HQ634899.1)
 Bradyrhizobium elkanii USDA 76T (KF532941.1)
 Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T (HM047130.1)

 Bradyrhizobium jicamae PAC68T (LM994324.1)
 C100-4/RL/Ag/VL

 Mesorhizobium mediterraneum LMG 17148T (AM182157.1)
 Rhizobium lusitanum P1-7T (DQ431674.1)

 Rhizobium endophyticum CCGE 2052T (HM142767.1)
 C19-1/P/Se/C

 C98-3/L/Se/Ara
 Rhizobium calliandrae CCGE524T (JX855189.1)

 Rhizobium laguerreae FB206T (JN558681.2)
 Rhizobium leucaenae CNPSo 660T (AJ294372.1)

 Rhizobium multihospitium CCBAU 83401T (EF490029.1)
 Paraburkholderia kururiensis KP23T (HQ398581.1)
 Paraburkholderia mimosarum PAS44 (HQ398584.1)

 Paraburkholderia nodosa BR 3437T (HQ398586.1)
 C35-3/S/Se/TN

 C88-1/1/ S/Bet
 Paraburkholderia kirstenboschensis Kb15T (HF544403.2)

 Paraburkholderia phenoliruptrix AC1100T (HQ398589.1)
 Paraburkholderia sabiae BR 3407T (EU294397.1)

 Paraburkholderia phymatum STM815T (AY619667.1)
 Paraburkholderia piptadeniae STM7183T (LN875227.1)

 Paraburkholderia diazotrophica LMG 26031T (LT708242.1)
 C100-5/RL/Ag/VL
 C15-2/P/Ag/SBU2
 C20-3/P/Se/C
 C21-1/RQ/Se/Ina
 C37-4/RL/Se/Afr
 C58-3/T/Se/SMBV
 C59-4/T/Se/SMBV
 C65-3/S/Se/Cab
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Figura 16: Árvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construída com base em 

sequencias parciais do gene recA de 24 sequências de bactérias isoladas do feijão-caupi e de 24 estirpes tipo 

utilizadas como referências (315 pb). Números nas ramificações representam os valores de bootstrap com 1000 

repetições 
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Na árvore filogenética construída com as sequências parciais do gene gyrB (DNA girase 

subunidade B) é possivel verificar que a maioria dos isolados agrupados com Paraburkholderia 

(C58-3, 37-4, C100-5, C65-5 e 20-3) também apresentaram alta similaridade com a espécie P. 

diazotrophica, reforçando o que tem sido verificado nas arvores anteriores. C35-3 e C21-1 

foram os isolados que mais se distanciaram das estirpes referência de Paraburkholderia 

utilizadas na árvore (Figura 18). 

A análise filogenética do gene gyrB foi a unica que separou os isolados rizobianos em 

quatro gêneros (Bradyrhizobium, Rhizobium, Paraburkholderia e Mesorhizobium). Mesmo 

apresentando similaridade inferior a 94 %, o isolado C47-2 foi o unico com maior proximidade 

com a espécie Mesorhizobium hawansense. Nessa árvore é possivel perceber que tanto isolados 

obtidos do mesmo solo (C11-1 e C11-5), quanto de solos diferentes (C19-1, C82-2, C90-5 e 

C91-3), apresentam alta similaridade.  

A maioria dos isolados de feijão-caupi avaliados no presente estudo apresentou 

congruência no posicionamento nas árvores filogenéticas contruídas com as sequências dos 

genes recA, gyrB e com o gene ribossomal 16S rRNA. Entretanto, ao se analisar as três árvores, 

é possível observar que há isolados que apresentaram afiliação filogenética distinta a depender 

do gene utilizado. O isolado C59-4, por exemplo, tanto no sequenciamento do gene 16S rRNA 

quanto no gene recA, foi classificado como pertencente ao gênero Paraburkholderia, 

apresentando maior similaridade com P. diazotrophica. O mesmo isolado apresentou na 

sequência do gene gyrB, afiliação filogenética com o gênero Rhizobium. O mesmo 

comportamento foi verificado para o isolado C47-2. A sequência do gene recA desse isolado 

apresentou afiliaçâo filogenética com o gênero Bradyrhizobium enquanto que a sequência do 

gyrB agrupou com o gênero Mesorhizobium. Afiliação filogenética divergente também foi 

verificada para as sequências do gene recA e gyrB do isolado C88-1, onde pode ser observado 

o agrupamento com Paraburkholderia e Rhizobium, respectivamente. 

Pela boa qualidade das sequências obtidas, avaliada por meio do programa SeqScaner, 

essa divergência não pode ser atribuída à má qualidade das sequências obtidas ou à 

contaminação do DNA por DNA de outra bactéria e indica a elevada variabilidade genética dos 

isolados obtidos nos solos de caatinga densa. Genes constitutivos podem ser transferidos entre 

bactérias por meio do mecanismo de transferência horizontal de genes (THG) como já foi 

observado em estipes rizobianas de áreas de vegetação nativa (TAN et al., 2012). A THG tem 

um papel importante na evolução e adaptação das estirpes rizobianas (MASSON-BOIVIN et 

al., 2008, ANDREWS et al., 2018). Este fenômeno tem sido documentado extensivamente com 

a análise de genes simbióticos, como será discutido a seguir. Entretanto, este evento evolutivo 



78 

 

pode ocorrer também com genes constitutivos, uma vez que grandes porções de DNA podem 

ser incorporados aos genomas bacterianos (SULLIVAN; ROSON, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 C51-5/P/Ag/SBU1
 C69-2L/Se/Ara

 C10-2/1/T/Se
 C44-4/P/Se/Ita

 Bradyrhizobium guangxiense CCBAU 53363T (KC509082.1)
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Figura 17: Árvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construída com base em 

sequencias parciais do gene gyrB de 28 sequências de bactérias isoladas do feijão-caupi e de 27 estirpes tipo 

utilizadas como referências (414 pb). Números nas ramificações representam os valores de bootstrap com 1000 

repetições 



79 

 

A concatenação das sequências dos genes gyrB e recA foi realizada e a árvore 

filogenética com base nessas sequências foi gerada (Figura 19). Nesta árvore é possível 

observer que muitos dos isolados mantiveram as suas afiliações filogenéticas observadas nas 

árvores dos genes individuais. Geralmente com menor similaridade, pela soma das bases não 

congruentes com as sequencias das estirpes de referência, o que é normal e esperado para este 

tipo de análise. 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Árvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construída com base em 

sequencias parciais concatenadas dos genes gyrB + recA (729 pb) de 22 sequências de bactérias isoladas do 

feijão-caupi e de 16 estirpes tipo utilizadas como referências. Números nas ramificações representam os valores 

de bootstrap com 1000 repetições 
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Por apresentarem sequências de recA e gyrB divergentes, os isolados C88-4 e C59-4 

formaram um grupo com baixa similaridade com os demais, e dentro do grande grupo dos beta-

rizóbios. Dentro dos grupos de alfa- e beta-rizóbios formados, é possível observar grupos 

isolados e com baixa similaridade com os grupos formados pelas estirpes de referência, como 

é o caso do grupo formado pelos isolados C11-1, C11-5 e C44-4 (Bradyrhizobium), C81-5/2, 

C25-1/1 e C78-3 (Bradyrhizobium), C19-1 e C98-3 (Rhizobium), C65-3, C58-3, C37-4, C100-

5 e C21-1 (Paraburkholderia). Este padrão de agrupamento demonstra a elevada variabilidade 

genética dos isolados obtidos neste estudo e aponta para a existência de novos grupos 

taxonômicos dentre os isolados obtidos. 

 Poucos estudos foram conduzidos, até o momento, com a avaliação de mais de um gene 

constitutivo em rizóbios no nordeste Brasileiro. Para a cultura da soja, a variabilidade genética 

de estirpes de Bradyrhizobium oriundas de diversas regiões do Brasil, inclusive nos estados do 

PI e BA, também foi muito elevada, entretanto, os grupos constituídos por meio das análises 

das sequências concatenadas dos genes constitutivos agrupou os Bradyrhizobium a estirpes tipo 

desse gênero (RIBEIRO et al., 2015). Em estudos com o objetivo de descrever novas espécies 

de rizóbio, como Microvirga vignae, por exemplo (RADL et al., 2014), o padrão do 

agrupamento dos isolados em árvores filogenéticas contruídas com sequencias concatenadas de 

genes constitutivos apresentam o mesmo padrão da árvore apresentada na Figura 19, o que 

reforça a possibilidade de termos acessado isolados ainda não descritos. 

 Alguns pesquisadores utilizam a concatenação das sequências dos genes constitutivos 

com os ribossomais (como o 16S rRNA), por exemplo (DALL’AGNOL et al., 2016; PIRES et 

al., 2018). Entretanto nós não empregamos esta abordagem pois os genes constitutivos e os 

ribossomais apresentam tamanhos muito distinto e graus de conservação muito divergentes. 

Como é possível observar nas sequencias obtidas a partir dos rizóbios de feijão-caupi, a 

similaridade média das sequências do gene 16S rRNA com aquelas disponíveis nos bancos de 

dados foi de 98,5%, enquanto as sequencias do gene recA apresentou similaridade média de 

94%. A concatenação de sequencias tão díspares leva a redução do poder discriminativo dos 

genes constitutivos e agrupa as bactérias pela similaridade do gene 16S rRNA, que é maior e 

mais conservado. 
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4.6 Sequenciamento do gene simbiótico nodC 

 

Após ser verificada a qualidade das sequencias dos 30 isolados submetidos ao 

sequenciamento do gene nodC, 26 apresentaram sequência de boa qualidade. 

Os 26 isolados identificados foram distribuídos nos gêneros Bradyrhizobium (10), 

Rhizobium (7) e Paraburkholderia (9). Dos 10 isolados agrupados com o gênero 

Bradyrhizobium, 4 (C69-2, C10-2/1, C11-1, C11-5) fazem parte do grupo que engloba as 

espécies B. vignae 7-2T, B. yuanmingense NBRC 100594T, B. elkanii USDA 76T e B. japonicum 

USADA 6T; 2 (C47-2, C44-4) são mais próximos de B. stylosanthis BR 446T; 2 (C78-3, C25-

1/1) apresentam maior similaridade com a estirpe não-tipo Bradyrhizobium sp. BRUESC765 e 

2 (C100-4 e C51-5) com BRUESC763. Todos os isolados agrupados com o gênero Rhizobium 

(C82-2, C67-3, C66-5, C19-1, C98-3, C90-5 e C91-3) são mais próximos de Rhizobium sp. 

Angicol_417 e Rhizobim sp. POS_MRA, dois Rhizobium não tipos isolados no Brasil e na 

África do Sul, respectivamente. O grupo representado pelo gênero Paraburkholderia agrupou 

os isolados C65-3, C59-4, C58-3, C100-5, C37-4, C15-2 (apresentando maior proximidade com 

a espécie P. diazotrophica JPY461T); C21-1, C20-3 (mais próximos de P. phenoliruptrix 

BR3459T; P. phymatum STM815T e Paraburkholderia sp. BRUESC14) e C35-3 que não 

agrupou com nenhuma das estirpes-referência utilizadas. 

O fato da sequência do isolado C35-3 ter ficado muito distante das estirpes de referência, 

apresentando baixa similaridade tanto com os demais isolados deste estudo quanto com as 

estirpes tipo e não-tipo, existe a possibilidade de ser uma bactéria completamente nova, 

principalmente por ser um isolado com uma sequência de boa qualidade, o que reduz a 

possibilidade de erros na amplificação e contaminações com DNAs de outros rizóbios (Figura 

20), reforçando a possibilidade de esta bactéria poder pertencer a um novo simbiovar de 

Paraburkholderia. Para o agrupamento dos alfa-rizóbios, nenhum dos isolados apresentou 

100% de similaridade com nenhuma estirpe tipo, o que pode indicar novos simbiovares de 

rizóbio (ROGEL; ORMENO-ORRILLO; MARTINEZ ROMERO, 2011). 

 O isolado C35-3 foi classificado como Paraburkholderia sp. com similaridade de 96% 

com a estirpe tipo Paraburkholderia kururiensis KP23T. Na árvore filogenética do gene 16S 

rRNA, esse isolado se agrupou a P. symbiotica e se distanciou das estirpes de referência nas 

árvores dos genes recA, gyrB e na árvore filogenética concatenada, formando um grupo isolado 

dentro dos beta-rizóbios. Dessa forma, é possível observar que o mesmo padrão de 

distanciamento das estirpes utilizadas como referência, é verificado para a análise de todas as 
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sequencias do isolado C35-3, indicando que essa bactéria pode ser um novo taxa de beta-

rizóbio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao analisar a árvore filogenética com as sequencias do gene nodC é possível observar 

que todos os isolados agrupados com o gênero Paraburkholderia, com exceção do isolado C35-

3, apresentaram alta similaridade com as estirpes de referência, enquanto que nos isolados 

agrupados com os alfa-rizóbios, muitos ficaram distantes (Por exemplo, o grupo formado pelos 

Rhizobium spp. C98-3, C19-1, C66-5, C67-3 e C82-2, além dos grupos formados pelos três 

pares de Bradyrhizobium spp. C25-1 e C78-3; C44-4 e C47-2; C11-1 e C11-5) (Figura 21). 

Estes resultados indicam que a origem dos genes nodC em Paraburkholderia é monofilética 

enquanto nos alfa-rizóbio não há monofilia. Este padrão contradiz os argumentos da 

distribuição dos genes nods monofiléticos em alfa e não monofiléticos em beta-rizóbios, 

sugerido por Estrada de Los Santos et al. (2018) a partir de análises de sequências de genes de 

nodulação e em genomas completos disponíveis nos bancos de dados públicos. 

 Esta comprovação ressalta a possibilidade dos fenômenos evolutivos de THG entre as 

estirpes de rizóbio naturalmente estabelecidas nos solos do Semiárido. Os genes simbióticos 

geralmente estão organizados em plasmídeos simbióticos (pSym) ou em “ilhas simbióticas” 

Figura 19: Análise da qualidade da sequência parcial do gene nodC da estirpe de Paraburkholderia 

sp. C35-3 por meio do programa Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) com 576 bases 

contínuas (parte em azul indica leitura contínua com QV>20) 



83 

 

(IS) no cromossomo bacteriano. Transferência horizontal de genes simbióticos por meio do 

compartilhamento de IS ou pSym completos já foi demonstrada na literatura (SULLIVAN; 

RONSON, 1998; ITAKURA et al., 2009; PARKER; ROUSTEAU, 2014; LEMAIRE et al., 

2015; LING et al., 2016; DLUDLU et al., 2018b). A importância da THG para o desempenho 

dos pepéis ecológicos das bactérias edáficas em seus nichos foi irrefutavelmente demonstrada 

por Gilbert et al. (2010) em um experimento onde o pSym de uma estirpe de Cupriavidus 

taiwanensis foi sintetizado e liberado em um experimento de microcosmo, podendo então, ser 

incorporado por por uma estirpe do patógeno Ralstonia  solanacearum que possibilitaram a este 

isolado nodular e formar nódulos vermelhos em Mimosa sp. Assim, a aquisição de uma IS ou 

pSym por isolado rizobiano, o que pode ocorrer no solo mas é favorecido no ambiente nodular 

(LING et al., 2016), pode determinar o aumento ou diminuição da eficiência simbiótica e 

competitiva de uma estirpe rizobiana. 

No Brasil, a THG já foi observada em uma variante do inoculante comercial da soja 

(Bradyrhizobium elkanii) estabelecida em solos do Cerrado, recebendo os genes nifH de um 

Ensifer fredii nativo (BARCELLOS et al., 2007). Estudos com avaliação das sequências de 

genes constitutivos e simbióticos de Paraburkholderia isoladas de Mimosa spp. em solos do 

Cerrado Brasileiro demonstraram haver alta congruência entre as árvores construídas com base 

nos genes nodC e constitutivos, o que indica baixa THG (PIRES et al., 2018), corroborando 

com os dados do presente estudo e também contradizendo a hipótese da polifilia dos genes 

simbióticos em Paraburkholderia. 

Em estudos de alfa rizóbios de feijão-caupi, a congruência entre as árvores filogenéticas 

dos genes constitutivos e simbióticos tem sido observada em alguns estudos e não-observada 

em outros (TAMPAKAKI et al., 2017, MOHAMMED; JAISWAL; DAKORA, 2018), o que 

ressalva a já conhecida promiscuidade do feijão-caupi e que sua comunidade rizobiana 

associada pode variar em função da localidade do isolamento. Além da possibilidade dos 

eventos de THG, a divergência das sequências dos alfa-rizóbios obtidos neste trabalho indica a 

existência de novos simbiovares de rizóbio de feijão-caupi, como já observado para alfa-

rizóbios de origem européia (GUERROUJ et al., 2013; RAMIREZ-BAHENA et al., 2016) e 

africana (MOHAMMED; JAISWAL; DAKORA, 2018), além Bradyrhizobium brasileiros 

(HELENE et al., 2016). 

Considerando a origem das bactérias, a maioria dos isolados divergentes das estirpes de 

referência com base nas sequancias do gene nodC foram originárias do Sertão pernambucano. 

Esta observação reforça a necessidade de investimentos em pesquisa no estudo para avaliar a 

variabilidade genética de bactérias nodulantes no Sertão, uma vez que há pouco conhecimento 
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acumulado sobre estas populações de rizóbio, em especial aplicando-se a abordagem de MLSA 

utilizada no presente estudo. Outra observação a partir desta constatação, está na possibilidade 

de haver um ambiente propicio para os eventos evolutivos de THG. Entretanto, novos 

isolamentos e experimentos devem ser realizado para se corroborar esta hipótese.  

 A utilização da abordagem MLSA para a avaliar a variabilidade genética de estirpes 

rizobianas tem sido difundida nos últimos anos e é uma ferramenta relativamente nova para os 

estudos de diversidade rizobiana. É abordagem obrigatória para os estudos envolvendo a 

descrição de novas espécies, mas em estudos básicos de diversidade a sua aplicação gera 

importantes direcionamentos a respeito do posicionamento taxonômico dos isolados, bem como 

sua ecologia, conforme podemos observar com as estirpes estudadas neste trabalho. 

Considerações sobre THG e indicação de possíveis novos taxa não poderiam ter sido alcançadas 

ou seriam apenas parcialmente com a utilização apenas das sequencias do gene 16S rRNA, gene 

mais utilizado nos estudos de diversidade rizobiana. 
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Figura 20: Árvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construída com base em 

sequencias parciais do gene nodC de 26 sequências de bactérias isoladas do feijão-caupi e de 36 estirpes de 

referência (438 pb). Números nas ramificações representam os valores de bootstrap com 1000 repetições 
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4.7 Produção de AIA, sideróforos, solubilização de fosfato de cálcio e produção de biofilme 

“in vitro” 

 

Dos 60 isolados avaliados quanto a produção de AIA em meio de cultura suplementado 

com L-triptofano, 52 foram capazes de produzir este fitohormônio. A equação 0,0032x + 0,0386 

(R2=0,99), criada a partir de concentrações conhecidas de AIA sintético, foi utilizada para os 

cálculos de estimativa. Na tabela 8 é possível observar que isolados de rizóbios de nódulos de 

feijão-caupi produzem AIA nas mais diversas concentrações. Os valores obtidos variaram de 

10 µM para o isolado C58-5, a 275 µM para o isolado C21-3/1. A máxima produção de AIA 

foi alcançada pelos isolados C21-3/1, C102-3, C77-2, C22-5 e C11-1, ao obterem valores de 

275, 272, 264, 271, 265 µM, respectivamente. Ao levar em consideração a estirpe de referência 

BR 3267, dez isolados (C58-3, C19-1, C21-1, C51-4, C69-2, C21-3/1, C102-3, C77-2, C22-5 

e C11-1) produziram concentrações de AIA superiores à esta estirpe comercial.  

Por ser um fitohormônio de grande importância para o crescimento vegetal e para a 

interação rizóbio-leguminosa (GHOSH et al., 2015), diversos estudos avaliando a capacidade 

de rizóbios em produzir AIA tem sido relatado na literatura. É importante salientar que a síntese 

de AIA em meio de cultura não está relacionada apenas a capacidade do isolado em produzir 

este hormônio de crescimento vegetal. Segundo Costa et al. (2013), o tipo de meio de cultura 

utilizado para este tipo de avaliação pode subestimar a produção de AIA. Os mesmos autores 

verificaram que ao utilizar o meio DYGS, constatou-se uma redução na síntese de compostos 

indólicos. Assim, embora o meio YM seja bastante utilizado para se avaliar a produção de AIA, 

as baixas concentrações obtidas por alguns isolados e a inexistência de produção por outros no 

presente estudo, pode ser justificada, em parte, pelo meio de cultura utilizado. 
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Tabela 8: Produção de AIA, capacidade de solubilização de fosfato de cálcio 

e produção de biofilme por rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de 

solos sob vegetação de caatinga densa do Semiárido pernambucano 

(Continua) 

ISOLADO 
AIA 

(µM) 
Índice de solubilização (IS) 

Biofilme 

(µg mL-1) 

C37-4 162 h - - 

C66-5 51 k - - 

C15-2 32 m - - 

C31-3 13 n - 6,16 d 

C61-1 192 e - - 

C11-1 265 a - 5,65 d 

C36-2/1 17 n - 10,75 c 

C69-2 220 c - - 

C100-5 - - 10,75 c 

C97-1 58 k - 5,60 d 

C51-5 159 h - 16,22 c 

C25-1/1 - - - 

C66-3 23 m - 6,35 d 

C51-4 220 c - 14,96 c 

C78-3 167 g - 30,62 a 

C82-5 16 n - - 

C22-5 271 a - - 

C38-3 50 k - - 

C21-1 244 b 1,95 b - 

C84-3 - 1,76 c - 

C11-5 - - 6,66 d 

C19-1 205 d - 7,29 d 

C25-2/1 93 i - 5,47 d 

C77-2 264 a - 5,97 d 

C13-2 - - 12,76 c 

C58-3 245 b - - 

C90-5 173 g - - 

C35-3 42 l - - 

C81-3 - - - 

C88-1/1 168 g - 6,79 d 

C58-5 10 n - 5,59 d 

C87-3/1 81 j 1,83 c - 

C54-2 - - 7,67 d 

C98-3 177 f - 9,69 c 

C47-2 35 l 1,37 d 11,19 c 

C28-4/1 - - - 

C46-2 177 f 2,12 a - 

C100-4 80 j - - 

C12-2/2 11 n - 13,83 c 

C31-4 42 l - 6,73 d 

C43-1 26 m - - 
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Tabela 8: Produção de AIA, capacidade de solubilização de fosfato de cálcio 

e produção de biofilme por rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de 

solos sob vegetação de caatinga densa do Semiárido pernambucano 

(Conclusão) 

C81-5/2 52 k - 7,85 d 

C102-3 272 a - 13,01 c 

C65-3 27 m - 6,41 d 

C67-3 24 m - 16,41 c 

C28-5/2 42 l 1,81 c - 

C42-4/2 93 i - 9,30 c 

C20-3 53 k - 5,97 d 

C22-4/1 15 n - 13,27 c 

C59-4 12 n - - 

C11-4/2 179 f - 15,27 c 

C82-2 45 l - 8,67 c 

C10-2/1 18 n - 7,10 d 

C91-3 186 f - - 

C55-2 161 h - 22,76 b 

C44-4 - - - 

C17-5 42 l 1,97 b - 

C69-1 14 n 1,36 d - 

C21-3/1 275 a - 11,94 c 

C33-4/1 156 h - 15,27 c 

BR 3267 196 e - - 

CV (%) 6 35 64 

Os dados são médias de 3 repetições. Médias seguidas pela mesma letra nas 

colunas não diferem entre si pelo teste scott knot (p<0,05) 

 

Conforme descrito no material e métodos, os isolados também foram avaliados quando 

a produção de sideróforos. No entanto, do total de 60 isolados, apenas 1 apresentou este 

mecanismo de promoção de crescimento. Devido a ausência desta característica pela maioria 

dos isolados e pela estirpe de referência BR 3267 (impossibilitando comparações), estes dados 

não foram inclusos. Porém, a ausência deste mecanismo nos isolados não significa dizer que 

sejam pouco competitivos ou ineficientes na promoção de crescimento vegetal. 

Quanto a habilidade dos isolados em solubilizar fosfato de cálcio em meio GL, 8 dos 60 

isolados apresentaram esta característica. O indicativo da capacidade de solubilização pelos 

isolados foi a presença de um halo transparente ao redor da colônia, conforme pode ser 

observado na figura 21. A estirpe de referência BR 3267 não apresentou capacidade de 

solubilização de fosfato de cálcio no presente estudo. 
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O isolado com maior capacidade de solubilização foi o C46-2 com 2,12 de IS, seguido 

dos isolados C17-5 e C21-1, com 1,97 e 1,95 (IS), respectivamente. A baixa frequência de 

isolados com capacidade de solubilização de fosfato de cálcio, verificada no presente estudo, 

pode estar relacionada a ausência da capacidade de solubilização por parte do isolado ou devido 

a fonte de carbono utilizada. Chagas Júnior et al. (2010) também verificaram baixa frequência 

de isolados de nódulos de feijão-caupi quanto a capacidade de solubilizar fosfato de cálcio. 

Embora o meio GL seja utilizado por diversos pesquisadores para verificar a capacidade de 

isolados de rizóbios em solubilizar fosfato de cálcio e, mesmo com sua descrição a mais de 30 

anos por Sylvester-Bradley et al. (1982), a glicose, fonte de carbono utilizada neste meio, pode 

inibir a expressão de tal característica em bactérias isoladas de nódulos de leguminosas 

(OLIVEIRA, 2009). 

Variabilidade na produção de biofilme também foi verificada por parte dos isolados aqui 

avaliados. De todos os isolados testados, 34 foram positivos para a presença desta característica 

(Tabela 8). Os valores de biofilme obtidos no presente estudo variaram de 5,47 a 30,62 µM mL-1. 

Dos isolados produtores de biofilme, C78-3 foi o que apresentou a maior produção, sendo 

estatisticamente superior a todos os isolados produtores. A estirpe BR 3267 não produziu biofilme.  

Produzir biofilme é uma característica muito importante que auxilia os micro-

organismos na proteção de condições estressantes (NOCELLI et al., 2016), pois são 

constituídos principalmente de exopolissacarídeos (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA; 

2015). Além disso, o biofilme está envolvido em inúmeros processos relacionados a interação 

planta-micro-organismos, como é o caso da formação dos nódulos durante o estabelecimento 

da simbiose rizóbio-leguminosa (WANG et al., 2008), estando envolvido no quórum sensing 

(mecanismo pelo qual as bactérias se comunicam). 

Figura 21: Halo de solubilização de fosfato de cálcio formado por isolados rizobianos 

de nódulos de feijão-caupi nativos de solos sob vegetação de caatinga densa 
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4.8 Capacidade de utilização de diferentes fontes de carbono 

 

Os 60 isolados selecionados a partir do ARDRA foram testados quanto a habilidade de 

metabolizar dez fontes de carbono. De todas as fontes utilizadas no presente estudo, ácido 

maléico foi a única que limitou o crescimento dos isolados, não sendo metabolizado por 

nenhum dos isolados avaliados (Tabela 9). Nunes et al. (2018), ao realizar a caracterização 

polifásica de bactérias de nódulos de leguminosas forrageiras no semiárido brasileiro, 

verificaram que ácido maléico foi uma das fontes que mais limitou o crescimento dos isolados. 

Segundo Berge et al. (2009), fontes de carbono do grupo dos ácidos geralmente são pouco 

metabolizadas por isolados rizobianos.  

Amido, arabinose, CMC, cellobiose, frutose, glicose, maltose e manitol foram 

metabolizadas por 100 % dos isolados.  Por se tratar da fonte de carbono utilizada no meio YM, 

o manitol foi utilizado como controle positivo, e sua metabolização pela totalidade dos isolados 

já era esperada. Quanto a xilose, apenas os isolados C46-2 e C11-1 foram incapazes de 

metabolizar esta fonte. Com exceção dos dois isolados citados acima, os demais tiveram o 

mesmo comportamento da estirpe de referência BR 3267. 

A capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono por rizóbios já foi descrita 

por diversos autores (MEYER et al., 2014; SAIDI et al., 2014; SHEU et al., 2015; NUNES et 

al., 2018). Muitas fontes de carbono são secretadas pelos vegetais e depositadas na rizosfera. 

Rizóbios que apresentam a versatilidade metabólica de utilizar as mais diversas fontes de 

carbono presentes neste ambiente são desejáveis, uma vez que essa característica reflete a 

capacidade saprofítica e, consequentemente, o estabelecimento desses micro-organismos no 

solo. 
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Tabela 9: Uso de diferentes fontes de carbono por rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de solos sob vegetação de caatinga densa 

do Semiárido pernambucano 

(Continua) 

ISOLADOS 
Ácido 

málico 
Amido Arabinose CMC Cellobiose Frutose Glicose Maltose Manitol Xilose 

C37-4 - + + + + + + + + + 

C66-5 - + + + + + + + + + 

C15-2 - + + + + + + + + + 

C31-3 - + + + + + + + + + 

C61-1 - + + + + + + + + + 

C11-1 - + + + + + + + + - 

C36-2/1 - + + + + + + + + + 

C69-2 - + + + + + + + + + 

C100-5 - + + + + + + + + + 

C97-1 - + + + + + + + + + 

C51-5 - + + + + + + + + + 

C25-1/1 - + + + + + + + + + 

C66-3 - + + + + + + + + + 

C51-4 - + + + + + + + + + 

C78-3 - + + + + + + + + + 

C82-5 - + + + + + + + + + 

C22-5 - + + + + + + + + + 

C38-3 - + + + + + + + + + 

C21-1 - + + + + + + + + + 

C84-3 - + + + + + + + + + 

C11-5 - + + + + + + + + + 

C19-1 - + + + + + + + + + 

C25-2/1 - + + + + + + + + + 

C77-2 - + + + + + + + + + 

C13-2 - + + + + + + + + + 

C58-3 - + + + + + + + + + 

C90-5 - + + + + + + + + + 

C35-3 - + + + + + + + + + 

C81-3 - + + + + + + + + + 

C88-1/1 - + + + + + + + + + 

C58-5 - + + + + + + + + + 

C87-3/1 - + + + + + + + + + 

C54-2 - + + + + + + + + + 
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Tabela 9: Uso de diferentes fontes de carbono por rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de solos sob vegetação de caatinga densa 

do Semiárido pernambucano 

(Conclusão) 

ISOLADOS 
Ácido 

málico 
Amido Arabinose CMC Cellobiose Frutose Glicose Maltose Manitol Xilose 

C98-3 - + + + + + + + + + 

C28-4/1 - + + + + + + + + + 

C46-2 - + + + + + + + + - 

C100-4 - + + + + + + + + + 

C12-2/2 - + + + + + + + + + 

C31-4 - + + + + + + + + + 

C43-1 - + + + + + + + + + 

C81-5/2 - + + + + + + + + + 

C102-3 - + + + + + + + + + 

C65-3 - + + + + + + + + + 

C67-3 - + + + + + + + + + 

C28-5/2 - + + + + + + + + + 

C42-4/2 - + + + + + + + + + 

C20-3 - + + + + + + + + + 

C22-4/1 - + + + + + + + + + 

C59-4 - + + + + + + + + + 

C11-4/2 - + + + + + + + + + 

C82-2 - + + + + + + + + + 

C10-2/1 - + + + + + + + + + 

C91-3 - + + + + + + + + + 

C55-2 - + + + + + + + + + 

C44-4 - + + + + + + + + + 

C17-5 - + + + + + + + + + 

C69-1 - + + + + + + + + + 

C21-3/1 - + + + + + + + + + 

C33-4/1 - + + + + + + + + + 

BR3267 - + + + + + + + + + 
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5 CONCLUSÕES 

 

Populações de beta-rizóbios de nódulos de feijão-caupi e nativos de solo sob vegetação 

de caatinga densa é tão representativa quanto a de alfa-rizóbios. 

  

Populações de alfa e beta-rizóbios estabelecidas em solos do Semiárido de Pernambuco 

apresentam perfis genético muito diverso com indivíduos potencialmente ainda não descritos. 

 

Rizóbios de nódulos de feijão-caupi nativos de solos sob vegetação de caatinga densa 

são muito diversos quanto aos aspectos bioquímicos relacionados a promoção de crescimento 

vegetal. 
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APÊNDICE A – Dendrograma de similaridade genética de rizóbios de feijão-caupi gerado a 

partir do padrão de bandas da restrição do 16S rRNA digerido com as enzimas HaeIII, MspI e 

Hin6I. Dendrograma construído utilizando o método UPGMA e o coeficiente de Jaccard. 

 



118 

 

 



119 

 



120 

 



121 

 



122 

 



123 

 

 


