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RESUMO 

LEITE, Jakson. Caracterização de bactérias nativas de solos do semiárido brasileiro 
isoladas de nódulos de feijão-caupi. 2011, 51f. Dissertação (Mestrado em Agronomia, 
Ciência do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal 
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011. 

A zona climática que caracteriza o semiárido brasileiro é ocupada por um bioma único do 
Brasil: a Caatinga. Este bioma pode guardar uma diversidade de organismos acima e abaixo 
do nível do solo ainda não conhecida, como por exemplo, o grupo de bactérias diazotróficas, 
importante recurso ambiental com potencial biotecnológico. Nesta região o feijão-caupi 
[Vigna unguiculata (L.) Walp] está presente em áreas de pequenos agricultores e o nitrogênio 
necessário para seu o crescimento e produção pode ser obtido pelo processo de fixação 
biológica de nitrogênio. O conhecimento da diversidade de bactérias diazotróficas que 
nodulam o feijão-caupi, por meio da caracterização, é o passo inicial para a seleção de estirpes 
eficientes para a produção de inoculantes. O objetivo deste trabalho foi caracterizar fenotípica 
e genotipicamente bactérias nativas de solos do semiárido brasileiro isoladas de nódulos de 
feijão-caupi. Foram caracterizados um total de 189 isolados para tolerância ao estresse de alta 
temperatura e de concentração de NaCl em meio de cultura. Destes, foram selecionados 50 
isolados para caracterização fenotípica por meio de testes de tolerância a pH, resistência 
intrínseca a antibióticos, utilização de fontes de carbono, testes enzimáticos e solubilização de 
fosfato de cálcio. Os mesmos isolados foram caracterizados genotipicamente utilizando o 
primer BOX 1A e foi determinada a variabilidade do tamanho do ITS (Internally Transcribed 

Spacer) entre os isolados. Os isolados mostraram variabilidade para os testes de temperatura e 
de concentração de NaCl em meio de cultivo, tendo sido obtidos 18 perfis de tolerância, sendo 
que o estresse provocado pelo NaCl foi mais  nocivo ao crescimento dos isolados. Nenhum 
isolado de crescimento lento cresceu em pH 4. O teste de resistência a antibióticos mostrou 41 
perfis distintos. O antibiótico cefotaxima foi o que mais limitou o crescimento dos isolados. 
Os isolados de crescimento rápido apresentaram menor índice de resistência múltipla, 
mostrando ser mais suscetíveis aos antibióticos. No entanto, os isolados de crescimento rápido 
foram mais versáteis para utilização de fontes de carbono e mostram maior variabilidade para 
atividade enzimática. Quatorze isolados foram capazes de solubilizar fosfato de cálcio, todos 
de crescimento rápido. Os isolados de crescimento rápido mostraram maior variabilidade para 
o comprimento do ITS. O primer BOX gerou 43 perfis que foram agrupados em oito grupos 
genotípicos. Os isolados de crescimento rápido mostraram ser mais diversos. 
 
 
Palavras-chave: Semiárido. Caatinga. Rizóbio. Vigna unguiculata. 
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ABSTRACT 

LEITE, Jakson. Characterization of native bacteria in soils of the semiarid Brazilian 
isolated from nodules of cowpea. 2011. 51p. Dissertation (Master Science in Agronomy, 
Soil Science) Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do 
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011. 

The climate zone that characterizes the semi-arid region is occupied by a single Brazilian 
biome: Caatinga. This biome can store a variety of organisms above and below ground level 
not yet known, for example the group of diazotrophic bacteria, an important environmental 
resource with potential for biotechnology. In this region, the cowpea [Vigna unguiculata (L.) 
Walp] is present in small farms and the nitrogen needed for growth and production can be 
obtained by biological nitrogen fixation process. Knowledge of diversity of diazotrophic 
bacteria nodulating cowpea, through characterization, is the initial step to select efficient 
strains for inoculant production. The objective of this study was to characterize phenotypic 
and genotypic bacteria native from soils of semi-arid region, isolated from nodules of cowpea. 
A total of 189 isolates were characterized in culture medium for stress tolerance from high 
temperature and NaCl concentration. From these, 50 isolates were selected for phenotypic 
characterization by testing pH tolerance, intrinsic resistance to antibiotics, use of carbon 
sources, enzyme tests, and solubilization of calcium phosphate. The same isolates were 
characterized genotypically using primer BOX 1A, and it was determined the variability of 
the size of ITS (Internally Transcribed Spacer) among isolates. The isolates showed 
variability for temperature and salt concentration tests in culture medium, where 18 profiles of 
tolerance were obtained, and the stress by NaCl was more harmful to isolates growth. None of 
the slow growth isolates grew at pH 4. The antibiotic resistance test showed 41 distinct 
profiles. The antibiotic cefotaxime was the most limiting to the isolates growth. Isolates with 
fast growth rate showed the lowest multiple resistance indexes, proving to be more 
susceptible to antibiotics. However, fast-growing isolates were most versatile in the usage of 
carbon sources and showed greatest variability in enzyme activity. Fourteen isolates were able 
to solubilize calcium phosphate, all fast-growing types. The fast growing isolates showed 
greatest variability for ITS length. The BOX primer generated 43 profiles that were grouped 
into eight genotypic groups. The strains of rapid growth proved to be more diverse. 
 
 
Key words: Semi-arid. Caatinga. Rhizobia. Vigna unguiculata. 
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1 INTRODUÇÃO 

O Semiárido brasileiro é considerado a região semiárida mais populosa do mundo, 
com aproximadamente 18 milhões de habitantes (MINISTÉRIO DA INTEGRAÇÃO 
NACIONAL, 2009). Os limites geográficos da zona climática que caracteriza o semiárido 
brasileiro são semelhantes aos que limitam o território que é ocupado pela Caatinga, 
vegetação típica do Nordeste do Brasil. Essa vegetação é predominantemente composta por 
plantas xerófitas, que durante os períodos de seca perdem as folhas como estratégia de reduzir 
a perda de água por evapotranspiração. 

A Caatinga é um bioma de ocorrência única no Brasil. Neste ambiente a diversidade 
de espécies de plantas e animais representa um recurso importante para a biodiversidade 
brasileira. Embora levantamentos tenham sido feitos para prospecção desta biodiversidade, 
poucos têm sido aqueles que tenham como alvo a diversidade abaixo da superfície do solo.  

O solo é um recurso natural que pode abrigar uma alta biodiversidade de organismos. 
Estima-se que a diversidade de organismos abaixo do nível do solo seja muito superior àquela 
encontrada acima de seu nível. Grande parte desta biodiversidade é composta por populações 
de microrganismos com uma ampla diversidade genotípica e metabólica, sendo as bactérias 
seus principais representantes. 

As populações de microrganismos presentes nesse ambiente desempenham funções 
para manutenção dos sistemas ecológicos que apresentam potencial biotecnológico para 
utilização na agricultura e na indústria, como: produção de enzimas hidrolíticas, produção de 
biossurfactantes, solubilização de fosfatos, biocontrole de fitopatógenos habitantes do solo e a 
fixação biológica de nitrogênio (FBN). 

A fixação biológica de nitrogênio é uma função ecológica desempenhada por bactérias 
que possuem em seu aparato enzimático a enzima nitrogenase, responsável pela 
transformação do nitrogênio atmosférico em nitrogênio amoniacal prontamente assimilável 
pelas plantas. Bactérias que possuem a enzima nitrogenase são denominadas diazotróficas. 

Entre as bactérias diazotróficas as pertencentes ao grupo no rizóbio tem sido alvo de 
muitos estudos de diversidade e seleção para produção de inoculantes microbianos. Os 
rizóbios estabelecem associação simbiótica com plantas da família das Fabaceas (antiga 
Leguminosa). Esta associação é caracterizada pela formação de nódulos nas raízes ou caule da 
planta, este é considerado um marcador morfológico da associação. Dentro do nódulo a 
bactéria fixa o nitrogênio e disponibiliza-o para a planta. A energia necessária para a fixação 
do nitrogênio atmosférico pela bactéria é fornecida pela planta a partir de compostos de 
carbono derivados do processo de fotossíntese. A simbiose, então, é caracterizada pela troca 
de C e N entre a planta e a bactéria. 

Os rizóbios representam um recurso natural de potencial biotecnológico muito 
importante para o cultivo de leguminosas. O exemplo da inoculação da soja [Glycine max 
(L.)] com estirpes de Bradyrhizobium spp. mostra o potencial deste recurso em substituir a 
adubação nitrogenada em cultivos agrícolas. 

Semelhante a soja, o feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] também estabelece 
associação com bactérias do grupo do rizóbio e tem como simbiontes mais eficientes os 
pertencentes ao gênero Bradyrhizobium (ZILLI et al., 2006; SOARES et al., 2006; 
MARTINS, 1997) e pode ter sua demanda por nitrogênio suprida via atividade da fixação 
biológica de nitrogênio (RUMJANEK et al., 2006). 

O Brasil é o maior produtor de feijões no mundo e estima-se que 30% do feijão 
produzido sejam de feijão-caupi, sendo o Norte e o Nordeste as regiões de maior produção 
(FILGUEIRAS et al., 2009). No Nordeste, o feijão-caupi é uma importante fonte de proteínas 
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de origem vegetal, apresentando conteúdo protéico na ordem de 23 a 30%, dependendo do 
cultivar (SILVA et al., 2002). Embora seja uma cultura comum em sistemas de produção 
agrícola de base familiar, o cultivo de feijão-caupi tem se expandido para áreas mais 
tecnificadas da região Centro Oeste (SINIMBU, 2009). Este avanço aponta para o potencial 
do mercado de inoculantes para feijão-caupi, o que reforça a necessidade do conhecimento da 
ecologia das bactérias que nodulam esta leguminosa.  

A ecologia de bactérias formadoras de nódulos em feijão-caupi, na região do 
semiárido brasileiro, no que se diz respeito a sua diversidade e distribuição, é pouco 
conhecida. A prospecção de bactérias de nódulos de feijão-caupi representa uma estratégia 
importante nesta região, pois é o passo inicial para a seleção de estirpes eficiente para 
confecção de inoculantes para uso biotecnológico, em especial nos sistemas de produção 
agrícola onde o aporte de tecnologia é baixo, como em áreas trabalhadas pela agricultura 
familiar, comum no Nordeste.  

Sob a hipótese de que bactérias presentes em solos do semiárido brasileiro que 
nodulam feijão-caupi apresentam alta diversidade, o objetivo deste trabalho foi caracterizar 
fenotípica e genotipicamente bactérias nativas de solos do semiárido brasileiro isoladas de 
nódulos de feijão-caupi. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 O Semiárido Brasileiro  

O Semiárido brasileiro é um dos maiores, mais populosos e também mais secos do 
mundo. Estende-se por 868 mil quilômetros, abrangendo o norte dos Estados de Minas Gerais 
e Espírito Santo, os sertões da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraíba, Rio Grande do 
Norte, Ceará, Piauí e uma parte do sudeste do Maranhão. Estima-se que nessa região vivam 
mais de 18 milhões de pessoas, sendo 8 milhões na área rural. A precipitação pluviométrica é 
de 750 milímetros anuais, em média. Em condições normais, chove mais de 1.000 milímetros 
(MINISTÉRIO DA INTEGRAÇÃO NACIONAL, 2009). 

Atualmente o Semiárido abrange 1.133 municípios, incluindo 102 que passaram a 
fazer parte em 2005. Com essa atualização, a área classificada oficialmente como semiárido 
brasileiro aumentou de 892.309,4 km2 para 969.589,4 km2. O estado de Minas Gerais teve o 
maior número de inclusões na nova lista, antes com 40 municípios e atualmente com 85 
(MINISTÉRIO DA INTEGRAÇÃO NACIONAL, 2009).  

Nesta zona climática está inserido o bioma Caatinga, único ecossistema 
exclusivamente brasileiro. A diversidade biológica neste bioma ainda é pouca conhecida. 
Estudos liderados pela UFPE avaliando a riqueza de espécies animais e vegetais, revelaram 
que a região apresenta 327 espécies de animais e 323 de plantas endêmica (FAPESP, 2009).  

A diversidade de organismos que habitam os solos neste bioma ainda é muito 
desconhecida. Uma vez que os microrganismos estabelecem interações com as plantas, esta 
grande diversidade de organismos acima do solo pode esconder uma grande diversidade de 
microrganismos abaixo dele.  

Neste cenário é comum a retirada da mata nativa por pequenos agricultores que 
empregam a técnica de queimada para abrir roças e realizarem o plantio. Em grande parte, as 
culturas trabalhadas são feijão-caupi e o milho, normalmente manejadas em consórcio 
(FREIRE FILHO, 2005). O feijão-caupi apresenta boa adaptabilidade aos solos e ao clima do 
Nordeste, representando quase a totalidade das áreas cultivadas com feijões (FILGUEIRAS 
et al., 2009), sendo uma das mais importantes leguminosas de grãos no Semiárido (SANTOS 
et al., 2000). 

2.2 A Cultura do Feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp].  

O feijão-caupi é uma cultura muito conhecida entre os agricultores de base familiar do 
Norte e Nordeste do Brasil. Acredita-se que esta cultura tem sua origem na África e que foi 
introduzida no Brasil, pela Bahia, no período da colonização (FILGUEIRAS et al., 2009) 
estando hoje presente em todas as regiões do país. Assume importância estratégica na dieta 
alimentar dos sertanejos por ser sua principal fonte de proteínas de origem vegetal, 
apresentando conteúdo protéico na ordem de 23 a 30%, dependendo do cultivar (SILVA et al., 
2002), sendo também rica em ferro, zinco e potássio (FROTA et al., 2008) e vitaminas do 
complexo B (MOREIRA et al., 2008). 

O Brasil é o maior produtor de feijões no mundo e consumidor de feijão comum 
(Phaseolus vulgaris), com produção nacional de grãos de feijões (comum e caupi) na safra 
2007/2008 de 3.544,7 t (CONAB, 2009). Estima-se que 70% do feijão produzido no território 
brasileiro sejam de feijão comum e 30% de feijão-caupi (FILGUEIRAS et al., 2009). 
Considerando apenas a produção de grãos de feijão-caupi, o país assume a terceiro lugar entre 
os maiores produtores mundiais, atrás da Nigéria e Níger (FILGUEIRAS et al., 2009, 
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RODRIGUES et al., 2004). Atualmente é exportado para seis países (EMBRAPA, 2007) e 
apresentando grande potencial para indústria alimentícia na preparação de chips, tortillas e 
“snacks”, derivados da farinha feita com o feijão-caupi e muito consumidos nos Estados 
Unidos (LIMA et al., 2008). Segundo Filguerias et al. (2009), estima-se que a área colhida 
com feijão-caupi no Brasil esteja na faixa de 1.500 mil hectares ano-1. 

Embora seja comumente encontrado em sistemas de produção agrícola onde o aporte 
de tecnologia é baixo, como em áreas de pequenos produtores, o feijão-caupi avança para 
outros cenários, sendo introduzido no Cerrado como cultura de safrinha, especialmente em 
Primavera do Leste no estado do Mato Grosso. Os agricultores desta região encontraram nesta 
cultura a oportunidade de boas produções em suas propriedades na entre safra da soja, período 
em que as chuvas nem sempre permitem altos rendimentos do milho, por exemplo. Nesta 
região a produtividade do feijão-caupi tem alcançado médias de 1,2 t.ha-1 e estima-se para 
este ano o plantio de 120 mil hectares com esta cultura (SINIMBU, 2009). 

É uma cultura cujo aporte de nitrogênio pode ser atendido pela associação com 
bactérias do grupo do rizóbio através da fixação biológica de nitrogênio (FBN) e por 
apresentar baixa especificidade hospedeira é muito empregado em estudos de diversidade de 
rizóbio (LAMMEL, 2007; MELLONI et al, 2006; SOARES, 2006; LIMA et al., 2005; ZILLI 
et al., 2004; MARTINS et al., 1997;). 

2.3 Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN). 

O nitrogênio (N) é um elemento limitante ao desenvolvimento das plantas sendo 
classificado, dentro dos critérios de essencialidade, como macronutriente primário. Os solos 
da zona tropical são, em geral, pobres em N, requerendo o suprimento deste elemento para 
que sejam alcançadas altas produtividades nas lavouras. A matéria orgânica é a principal fonte 
de N no solo, podendo o requerimento de N pelas plantas ser atendido via aplicação de 
fertilizantes nitrogenados.  

No ciclo biogeoquímico do N, a entrada deste elemento no solo possui uma via 
biológica resultante da interação entre grupos de procariotos diazotróficos e plantas 
vasculares, resultando no processo de fixação biológica de nitrogênio (FBN) (MOREIRA & 
SIQUEIRA, 2006). Esse processo é bem comum em plantas da família das leguminosas, e 
identificado pela presença de uma estrutura peculiar resultante da associação planta-bactéria, 
o nódulo. Embora comum nas raízes, nódulos também podem ser encontrados no caule 
(MARTINS et al., 2001).  

Aumentos significativos no rendimento de grãos do feijão-caupi têm sido evidenciados 
pela prática da inoculação com estirpes de rizóbio (SOARES et al., 2006; LACERDA et al., 
2004; MARTINS et al., 2003). Martins et al. (2003) verificaram rendimento de 
aproximadamente 700 kg ha-1 em sistemas de cultivo sob condição de sequeiro no Nordeste. 
Em Minas Gerais a inoculação com rizóbio proporcionou rendimento de 1400 kg ha-1, 
assemelhando ao tratamento nitrogenado (LACERDA et al., 2004). No estado de Roraima a 
média de rendimento alcançada pela inoculação foi de 1600 kg ha-1, com aumento de 30% em 
comparação com o controle (ZILLI et al., 2008).  

Atualmente são recomendadas três estirpes para inoculação de feijão-caupi no Brasil: 
UFLA 3-84 1 (=SEMIA 6461), BR3627 (=SEMIA 6462), INPA 03-11B (=SEMIA 6463); 
todas pertencentes ao gênero Bradyrhizobium spp.. Estirpes de crescimento rápido, fenótipo 
comum de Rhizobium e Sinorhizobium (Ensifer), têm mostrado bom desempenho simbiótico 
com feijão-caupi, tanto em casa-de-vegetação (SEIDO, 2009) como em campo (FREITAS et 
al., 2009), evidenciando que este grupo possui potencial para seleção de inoculante.  
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2.4 Diversidade de Bactérias que Nodulam Feijão-caupi. 

O feijão-caupi é uma leguminosa que pode ter seu requerimento de N atendido pela 
associação com bactérias fixadoras de nitrogênio (RUMJANEK et al., 2006). Devido à baixa 
especificidade na associação com estirpes de rizóbio, o feijão-caupi é muito empregado em 
estudos que objetivam determinar a diversidade de rizóbios nativos (LAMMEL, 2007; ZILLI 
et al., 2004; MARTINS et al., 1997), avaliar o impacto de sistemas de produção agrícola 
(LEITE et al., 2009; PERREIRA, 2000) e o impacto de estratégias para reflorestamento sobre 
este grupo chave de microrganismos (MELLONI et al., 2006, MOTTA, 2002). 

Embora a especificidade hospedeira seja baixa, o feijão-caupi é considerado como 
sendo predominantemente nodulado por isolados com características típicas de estirpes do 
gênero Bradyrhizobium sp. (MARTINS et al., 1997; MELLONI et al., 2006) que por sua vez 
compreendem estirpes de crescimento lento e com habilidade de alcalinizar o meio de cultura 
(SANTOS et al., 2007). No entanto, levantamentos recentes têm mostrado que bactérias de 
crescimento rápido e reação ácida têm ocorrido com maior freqüência nodulando esta espécie 
(LEITE et al., 2009; MEDEIROS et al., 2009, MARRA, 2009, BEZERRA, 2009). 

Martins (1996) relatou estas características de crescimento rápido em 25% dos 
isolados provenientes de amostras de solos de Petrolina, Sertão de Pernambuco, utilizando 
feijão-caupi como planta-isca. Esta freqüência foi considerada alta. Em outro levantamento 
feito na região e utilizando cinco cultivares da mesma espécie, Leite et al. (2009) verificaram 
que 62% dos isolados obtidos apresentavam crescimento rápido. Os autores sugeriram a 
freqüência de isolados de crescimento rápido de 25% para 62% na região possa estar 
relacionada a mudanças no clima, uma vez que variações positivas na temperatura foram 
verificadas neste período por Angelotti et al. (2009). 

O grupo do rizóbio é constituído por α-proteobactérias dos gêneros Rhizobium, 
Sinorhizobium, Mesorhizobium e Bradyrhizobium (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O 
paradigma de que só bactérias do grupo do rizóbio possuíam a habilidade de formar nódulos 
em leguminosas foi quebrado com a descoberta de outras α-proteobactérias nodulando 
leguminosas, como Shinella kummerowiae nodulando Kummerowia stipulacea (LIN et al., 
2008), Desvosia neptuniae nodulando Neptunia natans (RIVAS et al., 2003), Phyllobacterium 

trifolii em Trifolium repens (VALVERDE et al., 2005) e Methylobacterium nodulans em 
Crotalaria glaucoides (SY et al., 2001); e algumas pertencendo ao grupo das β-
proteobactérias: Burkholderia sabiae em Mimosa caesalpiniifolia, Burkholderia nodosa em 
Mimosa bimucronata e Mimosa scrabella, Burkholderia mimosarum em Mimosa pigra, 
(CHEN et al., 2008; 2007; 2006), Burkholderia tuberum em Aspalathus carnosa (ELLIOT et 
al., 2007, VANDAMME et al., 2002), Burkholderia phymatum em Machaerium lunatum 
(VANDAMME et al., 2002) e Cupiravidus taiwanensis em Mimosa pudica (CHEN et al., 
2001), todas leguminosas tropicais. Estas descobertas revelam que o espectro de bactérias que 
nodulam leguminosas e fixam nitrogênio é amplo e diverso. Também, que a zona tropical 
pode revelar uma comunidade ainda mais diversa de bactérias que nodulam leguminosas, uma 
vez que todos estes novos simbiontes foram isolados de leguminosas tropicais, apesar de a 
China ser o país que mais descreve novas espécies. 

Embora muito empregado para estudos de diversidade de rizóbio com base em 
características culturais, somente uma estirpe isolada de feijão-caupi nativa de solos do 
semiárido brasileiro foi descrita até o nível de espécie (ZILLI et al., 2006) e uma encontra-se 
em fase de descrição na Embrapa Agrobiologia. Esta estirpe, de crescimento rápido, que se 
encontra em fase de descrição apresentou baixa similaridade das seqüências de bases do gene 
dp RNA ribossomal 16S com estipes já descritas da rizobiologia, sugerindo ser um novo 
simbionte.  
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Aplicando a técnica de ARDRA (Análise de Restrição do DNA Ribossomal 
Amplificado) em isolados representantes de levantamento de rizóbio na região do Vale do 
Submédio São Francisco, localizado no semiárido brasileiro, Leite et al. (2009) verificaram 
que treze isolados apresentaram perfil eletroforético distinto dos padrões de rizóbio 
depositados no banco de coleção de culturas da Embrapa Agrobiologia. Um destes isolados 
mostrou similaridade com a espécie de Methylobacterium nodulans, única espécie deste 
gênero isolada de leguminosa (Crotalaria pocarpa) (SY et al., 2001). 

2.5 Caracterização de Bactérias que Nodulam Leguminosas 

2.5.1 Caracterização fenotípica 

Os métodos fenotípicos para caracterização de bactérias são os mais difundidos nos 
laboratórios de microbiologia por serem de custo baixo. A caracterização fenotípica 
compreende resultados de testes morfológicos, fisiológicos e bioquímicos que permitem uma 
descrição inicial dos microrganismos em estudo e possibilitam agrupar os isolados por 
semelhança entre seus fenótipos. 

Métodos fenótipos para caracterização de bactérias que nodulam leguminosas 
(genericamente denominadas de rizóbio) são muitos empregados em estudos de diversidade 
(LEITE et al., 2009; MELLONI et al., 2006; JESUS et al., 2005) e permitem a distinção entre 
os dois principais grupos de rizóbio: o grupo das bactérias de crescimento rápido e o grupo 
das bactérias de crescimento lento (VINCENT, 1970). Está separação é baseada no tempo que 
as bactérias levam para formar colônias isoladas em meio YMA (VINCENT, 1970). Moreira 
& Siqueira (2006) descrevem as características em meio de cultura YMA comumente 
apresentadas por bactérias pertencentes aos gêneros clássicos de bactérias que nodulam 
leguminosas: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium 
(Ensifer). Nesta descrição, os autores mostram a separação clara dos gêneros Azorhizobium e 
Bradyrhizobium dos gêneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (Ensifer) segundo o 
tempo de crescimento, reação do pH no meio de cultivo e cor da colônia. 

Segundo Martins et al. (1997), os principais parâmetros utilizados na caracterização de 
bactérias isoladas de nódulos de leguminosas são: tempo de crescimento em meio de cultura 
YMA, reação ácida ou básica em meio de cultura, diâmetro de colônia, produção de 
polissacarídeos extracelulares (goma) e coloração da colônia. Estas mesmas características 
foram as que mais discriminaram as populações de rizóbio de diferentes sistemas de uso da 
terra em solos do semiárido brasileiro (LEITE et al., 2009). 

Alguns descritores fenotípicos empregados para caracterização de bactérias têm como 
objetivo não somente a caracterização, mas a verificação de provável adaptabilidade 
ecológica dos diferentes isolados às condições ambientais predominantes no ecossistema para 
o qual se procede a seleção do rizóbio. A capacidade de crescimento em diferentes pH’s, 
tolerância a diferentes concentrações de NaCl, temperatura, resistência intrínseca à 
antibióticos e utilização de diferentes fontes de carbono são testes utilizados para 
caracterização de rizóbio (PONGSILP et al., 2010) e muito empregadas na descrição de 
descrição de novas espécies (CHEN et al., 2008; ELLIOT et al., 2007). 

Os testes de tolerância a diferentes faixas de pH, temperatura de concentração de NaCl 
podem revelar a plasticidade da bactéria quando a adaptabilidade a solos com diferenças para 
estes fatores abióticos. A habilidade em utilizar diferentes fontes de carbono pode ser usada 
para diferenciação das espécies de rizóbio (GRAHAM et al., 1991). O teste de utilização de 
diferentes fontes de carbono pode revelar o potencial do isolado para mobilizar carbono 
presente em moléculas com diferenças em sua natureza química. Esta caracterização pode ser 
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feita através do uso de kits comerciais para estudo de descritores bioquímicos, como o sistema 
API ou Biolog Nutritional System (HÜBNER et al., 2004). 

Testes fenotípicos relacionados a atividades funcionais também tem sido utilizados 
para caracterizar rizóbio. O teste para verificar a capacidade de solubilizar fosfato de cálcio, 
por exemplo, tem sido muito empregado (RIVAS et al., 2006; HARA & OLIVEIRA, 2004; 
PEIX et al., 2001). Os rizóbio são conhecidos pela sua capacidade de suprir nitrogênio às 
leguminosas via fixação biológica de nitrogênio. No entanto o suprimento de fósforo às 
plantas como conseqüência de sua atividade solubilizadora tem sido demonstrado tanto em 
leguminosas (ALIKHANI et al., 2006; RIVAS et al., 2006; PEIX et al., 2001) como em 
plantas de não pertencente a esta família botânica (PEIX et al., 2001). Alikhani et al. (2006) 
verificaram que a estirpe Rhizobium leguminosarum bv. viciae mobilizou 197.1 mg.L-1 de 
fósforo inorgânico [Ca3(PO4)2] por 360 h em meio líquido. Diferentemente, a estirpe de 
Bradyrhizobium sp. apresentou melhor desempenho para solubilização de fósforo orgânico 
(inositol hexafosfato). Estes resultados mostram a capacidade de estirpes de rizóbio em 
disponibilizar fósforo para a nutrição de plantas. Este tipo de caracterização busca revelar 
quais outros serviços ambientais o rizóbio poderia estar executando além da fixação biológica 
de nitrogênio. 

A caracterização fenotípica permite agrupar os isolados bacterianos e então selecionar 
aqueles com fenótipo de interesse para uma caracterização por meio de marcadores 
genotípicos, a fim de se identificar a espécie ou descrevê-la, caso trate de uma espécie ainda 
não conhecida. 

 

2.5.2 Caracterização genotípica  

Os métodos genotípicos de taxonomia, direcionados para moléculas de DNA ou RNA, 
são conseqüência do progresso tecnológico experimentado pela biologia molecular nas 
décadas recentes e atual dominam os estudos taxonômicos (VANDAMME et al., 1996).  

Dentre as técnicas de caracterização genotípica emprega para estudos de populações 
de bactérias que nodulam leguminosas, as que permitem a amplificação de seqüências 
repetidas do DNA, pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), proporcionando a 
formação de perfis eletroforéticos, têm sido internacionalmente utilizados para determinar a 
diversidade de rizóbio. Segundo Hungria et al. (2008), estes elementos repetitivos parecem 
estar localizados em distintas posições intergênicas no genoma, em ambas as orientações e 
existem três famílias principais de elementos: as sequências REP (Repetitive Extragenic 

Palindromic), as sequências ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) e as 
sequências BOX (box A, box B e box C). A distinção genotípica entre estirpes de rizóbio 
recomendadas para o cultivo de diferentes espécies de leguminosas foi verificada empregado 
os oligonucleotídeos ERIC, REP e BOX A1R (CHUEIRE et al., 2000; BANGEL, 2000). 

O BOX-PCR é largamente utilizado para caracterização de bactérias que nodulam 
leguminosas em estudos de diversidade (LU et al., 2009, e KOEDOEBOECZ et al., 2009; LU 
et a., 2005), na descrição de novas estirpes (HAN et al., 2008) e como ferramenta para 
controle de qualidade de inoculantes (INSTRUÇÃO NORMATIVA N° 30, MAPA). 

Outra ferramenta de uso crescente na prática de identificação de bactérias é a 
amplificação e seqüenciamento de regiões específicas e conservadas do genoma para posterior 
comparação das seqüências obtidas com a de outros organismos disponíveis no banco de 
dados da National Center for Biotechnology Information (NCBI). As moléculas de RNA 
ribossomal 16S e 23S são comumente empregadas na taxonomia de procariotos por serem 
regiões conservadas do genoma. No entanto, variabilidade para o tamanho da região 
intergênica 16S-23S foi utilizada para distinção de grupos de rizóbio (TAN et al., 2001). 
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Yang et al. (2005) mostraram que estirpes de Bradyrhizobium isoladas de nódulos de 
Arachis hypogaea L. em solos na China que apresentavam alta similaridade para sequência do 
16S rRNA, mostraram variabilidade para o tamanho do ITS. A variedade no comprimento do 
ITS também foi utilizada por Vineusa et al. (2005) também conseguiram distinguir estirpes de 
Bradyrhizobium que apresentavam alta similaridade do 16S rRNA identificando variabilidade 
do tamanho da região intergênica. No entanto, e possível que os isolados de crescimento lento 
com mesmo tamanho do ITS representem a mesma espécie (Rivas et al., 2004). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Origem e Seleção dos Isolados 

Os isolados bacterianos utilizados neste estudo foram procedentes de isolamento feito 
por Leite et al. (2009) em solos da região do Submédio Vale do São Francisco, situada dentro 
da zona climática do Semiárido do Nordeste do Brasil. A coleção resultante do isolamento, 
constituída por 581 isolados bacterianos de nódulos de feijão-caupi, está mantida a –72ºC no 
Laboratório de Ecologia Microbiana (LEMI) da Embrapa Agrobiologia. Esta coleção 
representa a diversidade biológica de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi em 
amostras de solos de sete diferentes sistemas de uso da terra (SUT) localizados nesta região. 
Foram selecionados 189 isolados a partir de 49 grupos fenotípicos (ANEXO 1) proveniente de 
solos sob sistemas de cultivo agrícola, solos de vegetação nativa (caatinga) e solos de 
vegetação ribeirinha do rio São Francisco (LEITE et al., 2009). 

3.2 Recuperação dos Isolados e Confirmação da Pureza do Inoculo 

Os 189 isolados selecionados foram em placas com meio de cultura YMA (FRED & 
WAKSMAN, 1928) e incubados a 28°C até obtenção de colônias isoladas. Após o 
crescimento, a pureza foi verificada pela visualização das características fenotípicas originais 
das colônias. Estas foram repicadas para uma nova placa com meio YMA e após o 
crescimento estas placas foram utilizadas como fonte de inoculo para os testes tolerância a 
temperatura e a NaCl. 

3.3 Caracterização Fenotípica 

3.3.1 Ensaio de tolerância à temperatura e ao cloreto de sódio (NaCl) 

O perfil de tolerância à temperatura foi verificado submetendo os isolados ao 
crescimento a 39, 41, 43, e 45°C em meio de cultura YMA. Para o teste de tolerância ao 
NaCl, os isolados foram inoculado em meio YMA modificado para 1, 2, 3 ou 4% de NaCl e 
submetidos à 28° C. Os testes foram realizados em triplicata e o crescimento avaliado aos 
cinco (isolados de crescimento rápido) e aos 10 dias (para isolados de crescimento lento) após 
a incubação. Os dados foram convertidos em uma matriz binária e os isolados foram 
agrupados pelo método UPGMA utilizando o coeficiente de Jaccard, empregando o programa 
PAST (HAMMER et al., 2001) para determinação dos perfis de tolerância. Com base nos 
perfis de tolerância à temperatura e ao NaCl, 50 isolados foram selecionados para os testes 
fenotípicos e genotípicos posteriores (ANEXO 2). Todos os 50 isolados foram confirmados 
com nodulantes em plantas de feijão-caupi em experimentos em vasos de Leonard 
(VINCENT, 1970) conforme Seido (2009). 

3.3.2 Tolerância a valores extremos de pH 

A capacidade destes isolados para tolerar valores extremos de pH foi feito em 
triplicata para cada isolado em meio YMA modificado para pH 4 e pH 10. Os isolados foram 
incubados a 28°C e a resposta foi comparada com o padrão de crescimento em meio YMA 
com pH 7 (controle). Isolados que apresentaram crescimento semelhante ao controle 
receberam um sinal positivo (+) sendo considerados tolerantes ao estresse e sinal negativo (-) 
para os que não mostraram crescimento. Os resultados foram convertidos numa matriz binária 
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e os isolados foram agrupados pelo método UPGMA utilizando o índice de Jaccard. O 
agrupamento foi feito utilizando o programa PAST (Hammer et al., 2001). 

3.3.3 Ensaio de resistência intrínseca a antibióticos 

A resistência intrínseca a antibióticos foi testada em triplicata empregando a 
metodologia de difusão com discos impregnados com o antibiótico, utilizando o kit 
Sensibiotec do Cecon (Centro de Controle e Produtos para Diagnósticos). Os isolados foram 
crescidos em meio YM (líquido) sob rotação de 150 rpm a 28°C por três e seis dias para 
isolados de crescimento rápido e lento, respectivamente. Após o crescimento, os isolados (100 
µL contendo 109 células) foram inoculados em placa com meio TY (BERINGER, 1974).  Foi 
estabelecido o teste de quatro discos por placa dispostos de maneira eqüidistante a fim de 
evitar a sobreposição das zonas de inibição. Os antibióticos testados foram: amicacina (30 
µg), ampicilina (10 µg/disco), cefalotina (30 µg/disco), cefazolina (30 µg/disco), cefotaxima 
(30 µg/disco), cefoxitina (30 µg/disco), ciprofloxacina (5 µg/disco), clorafenicol (30 
µg/disco), gentamicina (12 µg/disco), kanamicina (30 µg/disco), sulfadiatrim (25 µg/disco) e 
tetraciclina (30 µg/disco). As placas foram incubadas por sete dias a 28°C. Após a incubação 
a resistência ou sensibilidade ao antibiótico foi verificada pelo diâmetro da zona de inibição 
de crescimento. O índice de múltipla resistência aos antibióticos para cada grupo de 
crescimento dos isolados (rápido e lento) foi calculado conforme Krumperman (1983), 
empregando a seguinte fórmula: 

 
IRM = a 

 b .c 
onde: 
 
IRM: Índice de resistência múltipla. 
a: Valor global de resistência aos antibióticos da amostra. Somatório do número de 
antibióticos que o isolado mostrou ser resistente, para cada isolado do grupo avaliado. 
b: Número de antibióticos avaliados. 
c: Número de isolados testados da amostra (grupo). 
 
Os resultados foram transformados em uma matriz binária e um dendrograma foi 

gerado agrupando os isolados pelo método UPGMA de acordo com os perfis de resistência 
empregando o coeficiente Jaccard. O dendrograma foi gerado utilizando o programa PAST 
(HAMMER et al., 2001). 

3.3.4 Capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono e testes enzimáticos 

A capacidade de utilização de diferentes fontes de carbono e o perfil enzimático foram 
determinados utilizando o kit API20NE (biomérieux), usualmente empregado em testes 
bioquímicos de isolados bacterianos. O ensaio foi feito segundo recomendações do fabricante, 
com inoculo ajustado para densidade ao ponto 5 na escala de McFarland.  As leituras dos 
resultados, reações positivas ou negativas, foram feitas com um e dois dias para os isolados de 
crescimento rápido e com dois e sete dias para isolados de crescimento lento. Os resultados 
foram transformados em uma matriz binária, e os isolados agrupados segundo sua atividade 
enzimática e capacidade de utilização de carbono. Foi calculado o índice de utilização 
múltipla de carbono do grupo de isolados de crescimento rápido e lento. O índice foi adaptado 
a partir da fórmula utilizada para determinar o índice de múltipla resistência a antibióticos 
(KRUMPERMAN, 1983). As modificações feitas foram:  
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IUMC =  a 

 b .c 
onde: 
IUMC: Índice de utilização múltipla de carbono. 
a: Valor global de utilização de fontes de carbono dos isolados da amostra. Somatório 
do número de fontes de carbono utilizadas por cada isolado do grupo avaliado. 
b: Número de fontes de carbono avaliadas. 
c: Número de isolados testados da amostra (grupo). 

3.3.5 Solubilização de fosfato de cálcio. 

A capacidade para solubilizar fosfato de cálcio pelos 50 isolados selecionados foi 
verificada utilizando meio GL desenvolvido por Sylvester-Bradley et al. (1982), contendo 10 
g de glicose, 2 g de extrato de levedura e 18 g de ágar por litro de meio. Após a esterilização e 
com temperatura em torno de 50ºC foi adicionado, a 850 mL de meio, 50 mL de K2HPO4 
(10%) e posteriormente 100 mL de CaCl2 (10%), para a formação do precipitado insolúvel de 
CaHPO4. 

Culturas puras de cada isolado foram suspendidas em solução salina (0,85% NaCl) e a 
D.O foi ajustada na escala 5 de McFarland. Cinco microlitros da suspensão foram inoculados 
em placas contendo meio GL, em quatro repetições para cada isolado, inoculando-os em 
quatro placas diferentes. A capacidade de solubilização foi identificada pela presença de um 
halo translúcido ao redor da colônia. O índice de solubilização (IS) foi determinado medindo-
se o diâmetro da colônia e do halo de solubilização a cada três dias, utilizando-se um 
paquímetro digital por um período de 18 dias.  

Os isolados foram classificados quanto a capacidade de solubilização em baixa (IS < 
2), média (2 = IS < 4) e alta (IS > 4) capacidade utilizando a fórmula IS = f halo (mm)/ f 
colônia (mm) (BERRAQUERO et al., 1976). Quanto ao tempo que levou para iniciar a 
solubilização, os isolados foram classificados como precoces (quando o início da 
solubilização se deu até o terceiro dia) e tardios (com início da solubilização a partir do 
terceiro dia). Os que não apresentaram solubilização visível até o décimo segundo dia de 
avaliação foram considerados como não solubilizadores. Os resultados obtidos foram 
submetidos à análise de variância empregando o teste de média Scott-Knott a 5% de 
probabilidade utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2003). 

3.4 Caracterização Genética 

3.4.1 Extração de DNA genômico 

Colônias puras dos isolados crescido em meio YMA foram repicadas para tubos de 1,5 
mL e resuspendidas adicionado-se 600µl de tampão TES (0,05M de NaCl; 0,01M de Tris HCl 
SDS 1%, pH 8) agitando-se em vórtex até desprendimento do pellet. O procedimento de 
extração de DNA seguiu protocolo descrito por Schwieger & Tebbe (1998) e modificado por 
Xavier et al. (2004). Os tubos com as amostras foram colocados em caixa de isopor e 
nitrogênio líquido foi adicionado, deixando as amostras no mesmo por 5 minutos. Com 
auxílio de uma peneira de plástico, os tubos foram transferidos para um Thermomixer onde 
permaneceram sob agitação por 5 min. a 65°C, seguida de agitação em vórtex em velocidade 
máxima por 10 s. Esse procedimento foi repetido por 5 vezes. Em seguida 8,4 µL de 
proteinase K (20 mg.m L-1) foi adicionado a cada amostra e agitado em vórtex em velocidade 
máxima. Posteriormente as amostras foram incubadas em Thermomixer a 16,1 x g a 65°C por 
60 min. Em capela de exaustão 600 µL de fenol:clorofórmio:ácool isoamílico (25:24:1) foi 
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adicionada em cada amostra e esta posta para agitar durante 10 s em vórtex em velocidade 
máxima. Após este passo as amostras foram centrifugadas a 7500 x g por 6 min. O 
sobrenadante foi transferido, em capela de exaustão, para outro microtubo novo e estéril. 
Ainda em capela de exaustão, foi adicionado cloroformio:álcool isoamílico (24:1) em cada 
amostra com igual volume do sobrenadante recuperado e a seguir centrifugada a 7500 x g por 
6 min. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo estéril e recebeu um volume d 
e isopropanol a cerca de –20°C igual ao do sobrenadante. As amostras foram homogeneizadas 
leve agitação vertendo lentamente por dez vezes. As amostras foram incubadas por uma noite 
em freezer (cerca de -20°C). Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 16100 x g por 
20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet formado foi seco em centrífuga à 
vácuo por 20 minutos. O pellet foi ressuspendido adicionando-se às amostras 50 µL de 
tampão TE e estas foram estocadas em freezer.  

A extração de DNA genômico foi checada em gel de agarose a 1%, fundido em 
tampão TAE 1 X. Uma alíquota de 3 µL de cada amostra mais 2 µL de tampão de amostra 
(sacarose 40%; azul de bromofenol 0,25%) foram distribuídos nos poços do gel e submetido a 
eletroforese a 75V por 30 min. Após a migração das amostras o gel foi corado em solução de 
brometo de etídeo (5 mg.mL-1) e visualizado em fototransluminador (KODAK GL100). Como 
marcador de tamanho molecular foi utilizado o marcador 1 kb plus DNA LadderTM 
(InvitrogenTM). 

3.4.2 Caracterização quanto a variabilidade do tamanho do espaço intergênico 16S-23S 
rRNA 

O espaço intergênico ribossomal 16S-23S foi amplificado por PCR utilizando os 
primers ITSF (5-GTCGTAACAAGGTAGCCGTA-3) e ITSReub 
(5-GCCAAGGCATCCACC-3) (Cardilane et al., 2004). A PCR foi realizada em um volume 
de 25 µL misturando 1 µL  de DNA extraído com tampão de reação 1X, MgCl2 1,5 mM, Taq 
DNA polimerase 1,75U (Invitrogen cat. N° 11615-010), dNTP 250 uM e 0,2 uM de cada 
primer. A amplificação constituiu de uma etapa de desnaturação inicial de 94°C for 3 min, 
seguido por 30 ciclos de 94°C por 45 s, 55°C por 1 min e 72°C por 2 min e uma extensão 
final a 72°C por 7 min. O produto da amplificação foi migrado em gel de agarose 1,5% por 2 
horas a 100V. As bandas foram visualizadas em fototransluminador (KODAK GL100) após o 
gel ter sido corado em brometo de etídeo (5 mg.mL-1). Para comparar o tamanho foi utilizado 
o marcador molecular 1 kb plus DNA LadderTM (InvitrogenTM). 

3.4.3 Análise genotípica pelo perfil BOX 

A análise da diversidade genotípica entre os isolados foi determinada pelo perfil BOX. 
Para a amplificação do DNA foi utilizado o primer BOX A1R (5’-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) (Versalovic et al., 1994). A reação de amplificação 
foi feita em um volume final de 25 µL, contendo: água ultra pura estéril, 13,8 µL; dNTPs, 
5,0 µL (estoque com 1,5 mmol.L-1 de cada base); tampão 10X (500 mM KCl; 200 mM Tris–
HCl, pH 8,4), 2,5 µL; MgCl2, 1,5 µL (50 mmol.L-1); iniciadores, 1,0 µL (50 pmol.µL-1); 
DNA, 1,0 µL (50 ng.µL-1); Taq, 0,2 µL (5 U.µL-1). A amplificação seguiu os seguintes 
ciclos: 1 ciclo de desnaturação inicial a 95°C por 7 min; 30 ciclos de desnaturação (1 min a 
94°C), anelamento (1 min a 40°C) e extensão (8 min a 65°C); 1 ciclo de extensão final a 65°C 
por 16 min; manutenção a 4°C. Depois da amplificação, 5 µL de tampão (0,25% de azul de 
bromofenol e 40% de sacarose ou 30% de glicerol) foram adicionados a 10 µL de cada 
reação. As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 1,5% a voltagem de 
80 Volts em temperatura ambiente por 5 h. Para comparar o tamanho foi utilizado o marcador 
molecular 1 kb plus DNA LadderTM (InvitrogenTM). O perfil de bandas gerado foi 
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visualizado em fototransluminador (KODAK GL100) após o gel ter sido corado com brometo 
de etídeo (5 mg.mL-1) e descorado em água destilada por 2 h. 

Os perfis de bandas foram analisados pelo programa Gel Compar 2.0 Applied Maths 
baseado no coeficiente de Jaccard e o método de agrupamento UPGMA para a construção do 
dendrograma de similaridade. Os perfis dos isolados foram comparados com as estirpes 
padrões de Azorhizobium caulinodans BR 5410, Bradyrhizobium elkanii BR 115, 
Bradyrhizobium japonicum USDA 94, Mesorhizobium huakuii BR 524, Rhizobium tropici 
BR322, Rhizobium etli BR 10026, Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli BR 10052, 
Sinorhizobium (Ensifer) fredii BR 112, Cupiravidus taiwanensis BR3471-1, Burkholdeira 

sabia BR 3407, Burkholdeira nodosa BR3457, obtidas da Coleção de Culturas de Bactérias 
Diazotróficas da Embrapa Agrobiologia. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Tolerância ao Estresse de Temperatura e ao NaCl 

Os testes de tolerância à temperatura e ao cloreto de sódio (NaCl) salinidade são 
importantes fatores para caracterização e descrição de bactérias isoladas de nódulos de 
leguminosas, pois podem inibir seu crescimento e multiplicação (ELBOUTAHIRI et al., 
2010; PETER et al., 2009). A tolerância a estes fatores é uma característica intrínseca destes 
organismos e podem ser resultado da adaptação ao ambiente em que se estabelecem. Neste 
estudo, bactérias com diferentes hábitos de crescimento in vitro isolados de nódulos de feijão-
caupi foram avaliadas quanto à tolerância ao estresse de temperatura e capacidade para 
crescer em meio YMA com diferentes concentração de NaCl. Após a triagem dos 189 
isolados avaliados, verificou-se que houve uma queda no percentual de bactérias tolerantes à 
medida que ocorreu aumento do estresse e que esta redução foi mais pronunciada para o 
estresse induzido pelo NaCl, mostrando ser este fator mais limitante ao crescimento dos 
isolados, que o estresse de temperatura para as faixas testadas (Figura 1-IA e IIA). 

A faixa de temperatura considerada ótima para crescimento de rizóbio é de 28-30°C 
(VINCENT, 1970). Do total de isolados avaliados, todos foram capazes de crescer a 39°C. 
Está temperatura é considerada limitante para crescimento de Rhizobium leguminosarum 
(35ºC), Rhizobium loti (37ºC), Sinorhizobium fredii (36ºC) e Rhizobium galegae (37ºC), 
espécies com hábito de crescimento rápido, e para Bradyrhizobium canariense (37°C), 
espécie de crescimento lento (XAVIER et al., 2007, VINEUSA et al., 2005). 

A 41°C, 154 isolados apresentaram crescimento positivo. Este número foi reduzido 
para 100 quando a temperatura era de 43°C. Com acréscimo da temperatura para 45°C, 
ocorreu uma redução de 59% dos isolados tolerantes a este estresse. Dos 78 isolados que 
foram capazes de crescer a 45°C, 45 eram de crescimento rápido. Este grupo de bactérias 
apresentou melhor desempenho frente ao estresse de temperatura evidenciado pela menor 
redução da freqüência de isolados tolerantes (Figura 1-B). 

O efeito do NaCl mostrou ser mais discriminatório para diferenciar as bactérias com 
os diferentes hábitos de crescimento. Esta discriminação já pode ser percebida com 1% de 
NaCl. Embora tanto rápidas como lentas mostrasse menor frequência de isolados tolerantes 
com o acréscimo de NaCl no meio de cultivo quanto comparado ao estresse de temperatura, 
esta redução foi mais pronunciada para os isolados de crescimento lento (Figura 1-B). 

Quando submetidas ao nível de 3% de NaCl, 28 isolados foram capazes de manter 
crescimento semelhante à testemunha (0,002% de NaCl), sendo que 20 eram de crescimento 
rápido. Em 4% de NaCl, somente cinco isolados foram capazes de tolerar essa concentração, 
sendo quatro de crescimento rápido e um de crescimento lento (Figura 1-B). 

Semelhante ao estresse de temperatura, o NaCl no meio de cultivo foi menos nocivo 
ao grupo de bactérias de crescimento rápido. A tolerância a estes dois fatores de estresse, pelo 
grupo de bactérias de crescimento rápido, pode estar associada à sua habilidade em exsudar 
grande quantidade de expolissacarideos no meio de cultivo, composto resultante do 
metabolismo bacteriano cuja relação com tolerância a estresses ambientais tem sido relatada 
(NÓBREGA et al., 2004; REGUERA et al., 2009). 

Xavier et al. (2007) verificaram o perfil de tolerância a estes mesmos estresses em 
bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi de três zonas climáticas do Nordeste (Zona da 
Mata, Agreste e Sertão). Os autores concluíram que os isolados precedentes do Sertão 
mostraram-se mais tolerantes à temperatura. Estes dados confirmam a ocorrência da alta 
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freqüência de isolados tolerantes à temperatura de 45°C encontrada neste estudo, uma vez que 
foram obtidos de solos do semiárido. Os autores ainda mostram que os isolados que cresceram 
a 3% de NaCl eram todos de crescimento rápido e que este fator mostrou efeito mais nocivo 
aos isolados de crescimento lento, o que condiz com os resultados aqui mostrados. Neste 
estudo o efeito do NaCl mostrou ser mais discriminatória entre os dois grupos de crescimento, 
concordando com dados de Xavier et al. (2007). 
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Figura 1. Freqüência de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi quanto à tolerância ao 
estresse de temperatura e concentração de NaCl. A – Frequências relativas à avaliação 
de 189 isolados. B – Frequências relativas à avaliação de 111 isolados de crescimento 
rápido (barras pretas) e de 78 isolados de crescimento lento (barras cinzas). 

 

Bactérias pertencentes ao gênero Rhizobium tem crescimento ótimo a temperatura de 
28-30°C, podendo algumas espécies mostrar bom crescimento a temperaturas maiores que 
40°C, como o Rhizobium tropici (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991). Conforme BERGEY’S 

MANUAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY, a tolerância a alta temperatura e 
concentração de NaCl é mais comum entre estirpes do gênero Sinorhizobium (=Ensifer). As 
estirpes tipo de Sinorhizobium saheli e Sinorhizobium terangae mantêm bom crescimento a 
temperatura de 44°C (DE LAJUDIE et al., 1994) e a estirpe de Sinorhizobium medicae é 
capaz de crescer a 40°C e a 2% de NaCl (ROME et al., 1996). 

Em estudo realizado por Nóbrega et al. (2004), as estirpes de Sinorhizobium sp 
BR4007 e BR6806, isoladas de solos do Ceará, cresceram numa concentração de 1% de NaCl. 
Este gênero apresenta crescimento rápido e reação ácida em meio de cultivo (MOREIRA & 
SIQUEIRA, 2006), características freqüentes entre isolados tolerantes. O gênero 
Mesorhizobium também possui membros tolerantes a temperatura e a concentração de NaCl 
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Perfil 
Número de 

isolados 
tolerante 

BCR BCL Estresse 

% Temperatura (°C) NaCl (%) 

A 4 75.0 25.0 39 1 
B 5 100.0 - 45 1 
C 11 81.8 18.2 41 1 
D 3 66.6 33.3 43 1 
E 28 50.0 50.0 41 0 
F 13 7.7 92.3 43 0 
G 4 100.0 - 41 3 
H 2 100.0 - 43 3 
I 11 100.0 - 41 2 
J 16 87.5 12.5 45 3 
K 3 66.7 33.3 43 2 
L 1 100.0 - 43 4 
M 3 66.7 33.3 39 2 
N 4 75.0 25.0 45 4 
O 22 13.6 86.4 45 0 
P 1 100.0 - 39 3 
Q 31 83.9 16.1 45 2 
R 27 40.7 59.3 39 0 

 

elevadas. Mesorhizobium ciceri e Mesorhizobium mediterraneum, por exemplo, toleram 40°C 
e crescem em meio com 2% de NaCl (NOUR et al., 1995). 

Com base nos resultados de resposta ao estresse de temperatura e salinidade dos 
isolados foi possível identificar 18 perfis de tolerância (Figura 2). 

Os perfis de tolerância Q, E, R e O foram os mais freqüentes. Os perfis Q e O 
representam 28% dos isolados avaliados e possuem em comum o fato dos isolados serem 
tolerantes a 45°C. No entanto o perfil Q é predominantemente representado por bactérias de 
crescimento rápido, ao passo que o perfil O majoritariamente representado por bactérias de 
crescimento lento. No perfil N estão incluídos quatro isolados que mostraram ser tolerantes ao 
nível mais alto de temperatura (45°C) e NaCl (4%) testados neste estudo. Estes isolados são 
de crescimento rápido e metabolismo ácido. 

 

 

Figura 2. Perfis de tolerância a estresse abiótico de temperatura (39, 41, 43 e 45°C) e a 
concentrações de NaCl (1, 2, 3 e 4%) de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi 
nativas de solos do semiárido brasileiro. (BCR- Bactéria de crescimento rápido. BCL – 
Bactérias de crescimento lento). 

 
A tolerância à temperatura elevada apresentada tanto pelas bactérias de crescimento 

rápido como pelas lentas pode ser resultado da adaptação ao ambiente de onde foram isoladas 
(Semiárido). Embora todas as bactérias tenham sido isoladas de solos não salinos, a tolerância 
ao estresse de salinidade apresentada pelas bactérias de crescimento rápido pode ser uma 
característica intrínseca ao grupo e pode estar relacionada à sua elevada produção de 
expolissacarideos (REGUERA et al., 2009). 

Considerando o hábito de crescimento, verificou-se que os isolados com habilidade 
para formar colônias isoladas com até 3 dias (rápidos) foram distribuídos nos 18 perfis de 
tolerância à temperatura e a NaCl, mostrando ser a população com maior variabilidade de 
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resposta para estes fatores quando comparados aos isolados de crescimento lento, que foram 
distribuídos em 12 perfis. Os perfis B, G, H, I, L e P foram exclusivos de bactérias de 
crescimento rápido (Figura 2). Este número de perfis revela uma ampla resposta das 
populações deste grupo de bactérias de solos nos Semiárido ao estresse de temperatura e 
salinidade. 

De Lajudie et al. (1994) descreveram duas espécies de bactérias de crescimento 
rápido, que nodulam leguminosas, cuja temperatura máxima de crescimento é de 44°C: 
Sinorhizobium saheli e Sinorhizobium terangae. Comparando o perfil de restrição do gene 
16S rRNA de estirpes isoladas de nódulos de feijão-caupi em solos da China, Zang et al., 
2007 identificaram quatro estirpes com similaridade de 100% com Sinorhizobium fredii 
USDA 205T, evidenciando ser este gênero um simbionte comum em feijão-caupi. 

O espectro de resposta fisiológica aos fatores estressantes avaliados, somado à 
diversidade fenotípica mostrada por estes isolados (LEITE et al., 2009), revelam que os solos 
do Nordeste guardam uma alta diversidade de bactérias que nodulam feijão-caupi, 
representando uma base genética promissora para um programa de seleção de estirpes para 
produção de inoculantes, e até mesmo revelar novas espécies. 

4.2 Tolerância a Valores de pH Extremos 

A capacidade de 50 isolados, 32 de crescimento rápido e 18 de crescimento lento, 
representantes dos diferentes perfis de tolerância ao estresse de temperatura e a concentração 
de NaCl (Anexo 2), foi avaliada quanto ao crescimento a valores de pH extremos. Os 
resultados obtidos apontam para uma forte limitação ao crescimento no estresse de pH ácido 
(pH 4) (Figura 3). Neste valor de pH do total de isolados avaliados (50) somente 12 isolados 
apresentaram padrão de crescimento positivo, ao passo que 47 isolados foram capazes de 
apresentar crescimento positivo quando foram submetidos ao estresse de pH alcalino (pH 10). 

Quando analisado sob o aspecto do hábido de crescimento, todos os isolados que 
cresceram a pH 4 eram rápidos. Ao pH 10, 97% e 89% das bactérias de crescimento rápido e 
lento, respectivamente, tiveram crescimento positivo. 

Os únicos isolados que não cresceram em nunhum dos valores de pH testados foram 
111-4, 143-1 e 352-7, sendo que o isolado 143-1 foi o único de crescimento rápido que não 
tolerou o pH 10 (Tabela 1.). Doze isolados cresceram nos dois extremos de pH, todos de 
crescimento rápido. Este resultado mostra maior versatilidade para resposta positiva ao 
estresse de pH pelas bactérias de crescimento rápido. Neste grupo de bactérias, e somente 
neste, foi identificada a habilidade para alterar o pH alcalino para neutro ou ácido como 
resposta do crescimento ao estresse (Tabela 1.).  

Os isolados 352-3 e 451-5 além de crescerem nos dois valores de pH, mostratam 
semelhança quando a habilidade para baixar o pH do meio de cultivo. O isolado 451-5 
diminui o pH para neutro ao passo que o isolado 352-3 alterou o pH do meio de alcalino para 
ácido. Esrimeiro baixou o pH para faixa ácida e o o no etanto no pH ácido. Essa alteração 
pode ser o mecanismo fisiológico que as bactérias, assim como as demias, tenham utilizado 
para se adaptarem ao meio e então se multiplicarem. 

A característica de alteração do pH foi observada pela mudança da coloração no meio 
de cultivo YMA com adição do corante azul de bromotimol, segundo Vincent (1970). Este 
corante permite identificar, com coloração amarela, valores de pH abaixo de 6,6 (ácido) e com 
coloração azul, valores de pH acima de 7,6 (alcalino). Neste estudo, 17 isolados apresentaram 
a característica de modificar o pH do meio. Destes, nove alteraram o pH alcalino (coloração 
azul) para pH neutro (coloração verde no meio) e oito para pH ácido (coloração amarela), isto 
representa um potencial deste isolados para diminuir o pH do meio na ordem de 3,4 e 2,4, 
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respectivamente. Essa caracteristica representa uma vantagem ecológica da bactérias para se 
adapatarem a ambientes com pH alcalino. 
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Figura 3. Freqüência de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi quanto a 
resposta à tolerância a pH extremos. BCR, frequência relativa as bactérias de 
crescimento rápido (32 isolados), BCL, frequência relativa as bactérias de 
crescimento lento (18 isolados) e Total, resultado referente aos 50 isolados 
testados. 

 
O pH do solo é um dos atributos edáficos que limita a presença de microrganismos no 

solo (BROCKWELL et al., 1991). Segundo Figueiredo et al. (1996) a ocorrência de rizóbio 
de crescimento rápido ou lento parece estar relacionada com o pH do solo. Giondo et al. 
(2008) verificaram, ao avaliar os fatores ambientais do solo que afetavam a diversidade local 
de populações de Bradyrhizobium spp. isoladas de nódulos de soja, que o pH do solo foi a 
principal característica que afetou a diversidade das populações de Bradyrhizobium spp, e que 
a menor diversidade foi encontrada nos solos com pH mais ácido. 

Anyango et al. (1995) relatam que o tipo predominante de rizóbio pode ser resultado 
da faixa de pH do solo e que a diversidade é reduzida sob condições de acidez do solo. Este 
relato concorda com os dados encontrados por Leite et al. (2009) em solos do semiárido 
brasileiro. Neste estudo os autores encontraram maior frequência de bactérias de crescimento 
lento em solo com pH alcalino. Neste solo foi encontrada maior índice de diversidade que nos 
solos com pH ácido. Fierer & Jakson (2006) consideram o pH do solo um indicador da 
diversidade de bactérias do solo, onde os níveis mais baixos são encontrados em solos ácidos. 
Correlação entre diferentes níveis de pH do solo e diversidade genética de populações de 
rizóbio foi relatada por Laranjo et al. (2002). 
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Tabela 1. Resposta de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi ao crescimento 
em meio de cultura YMA com valores de pH extremos e alterações no padrão 
de pH do meio. 

Isolado pH   Alterou o pH de 
alcalino para 

Isolado pH   Alterou o pH de 
alcalino para 

4 10   Neutro Ácido 4 10   Neutro Ácido 
 .....................BCR*...................

. 
 .......................BCR.....................

. 
111-3 - +  +  573-7 - +   + 
161-2 - +    122-1 - +  +  
173-2 + +    131-1 - +  +  
211-1 - +  +  143-1 - -    
221-2 - +   + 462-3 - +    
222-4 - +   + 551-3 + +    
262-4 - +   +       

271-4 + +  
   

.......................BCR.....................
. 

273-7 - +  +  111-4 - -    
312-7 + +    111-6 - +    

312-10 + +    112-1 - +    
331-4 - +   + 112-5 - +    
352-3 + +   + 113-2 - +    
362-1 + +    113-3 - +    
371-6 - +   + 131-3 - +    
372-5 - +    223-4 - +    
422-2 + +    241-2 - +    
443-5 + +    242-10 - +    
451-5 + +  +  271-2 - +    

451-10 + +    313-8 - +    
461-6 - +    352-3 - +    
462-1 + +    352-7 - -    
472-2 - +  +  353-10 - +    
472-5 - +   + 353-6 - +    
512-3 - +  +  452-9 - +    
541-3 - +   +   473-2 - +       

*BCR-Bactéria de crescimento rápido. BCL-Bactéria de crescimento 
lento.    

4.3 Resistência Intrínseca a Antibióticos 

A resistência aos doze antibióticos testados foi variável. Os antibióticos cefazolina, 
ampicilina, cefalotina e sulfadiatrim foram tolerados por mais de 70 % dos isolados testados 
(Figura 4-A). Segundo Regitano e Leal (2010), a utilização de fármacos na pecuária intensiva 
(criação de bovinos, suínos e aves) representa a principal via de entrada de antibióticos no 
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ambiente, representado um potencial poluidor do solo e, portanto, podendo afetar a estrutura 
das populações de organismos do solo. 

Neste estudo, os isolados mostraram maior sensibilidade para os antibióticos 
cefotaxima e tetraciclina. Os isolados de crescimento rápido mostraram, proporcionalmente, 
maior sensibilidade que os isolados de crescimento lento para os antibióticos amicacina, 
cefazolina, ciprofloxacina, clorafenicol, gentamicina e kanamicina. Já os isolados de 
crescimento lento mostraram maior sensibilidade aos antibióticos ampicilina, cefalotina, 
cefotaxima e cefoxitina (Figura 4). 

Os antibióticos cefotaxima, cefoxitina e gentamicina foram os que mostraram maior 
distinção entre os grupos de crescimento bacteriano (Figura 4-B). Nenhum isolado de 
crescimento lento tolerou cefotaxima, ao passo que 38% dos isolados rápidos mostraram 
tolerância a este antibiótico. Os isolados de crescimento lento mostraram maior sensibilidade 
ao antibiótico cefoxitina, enquanto que os isolados de crescimento rápido mostraram maior 
sensibilidade para a gentamicina. 

Estudos realizados por Xavier et al. (1998) e Maâtallah et al. (2002) mostram 
correlação entre hábito de crescimento e tolerância a diferentes antibióticos. Dowdle & 
Bohlool (1985) relatam que bactérias de crescimento lento são mais tolerantes a diferentes 
antibióticos. Esta informação concorda com os resultados obtidos neste estudo, onde as 
bactérias de crescimento lento mostraram ser mais tolerantes aos antibióticos testados, 
revelado pelo maior índice de resistência múltipla (Tabela 2). Florentino et al. (2010) 
identificou cinco estirpes de Bradyrhizobium isoladas de nódulos de feijão-caupi tolerantes a 
quinze antibióticos. Sendo que duas dessas são recomendadas para produção de inoculantes 
do Brasil. 

 

Tabela 2. Índice de resistência múltipla (IRM) a antibióticos de amostras de bactérias 
com diferentes hábitos de crescimento isolados de nódulos de feijão-caupi. 

Grupo de 

crescimento* 

Valor global de 

antibióticos tolerados (a) 

Número testado de 

IRM** 
isolados (b)   antibióticos (c) 

BCR 209 32  12 0,54 

BCL 144 18   12 0,66 

*BCR-Bactéria de crescimento rápido, BCL-Bactéria de crescimento lento 

** Índice de resistência múltipla (IRM)= a/(b . c) 

 

Os 50 isolados testados produziram 41 perfis de tolerância aos doze antibióticos e 
foram reunidos em sete grupos (Figura 5). Os isolados foram agrupados com base na 
resistência ou sensibilidade aos antibióticos que foram comuns aos membros do grupo (Figura 
5). O grupo A foi formado por três isolados de crescimento rápido que mostraram mesmo 
padrão de crescimento para nove antibióticos, sendo resistentes a seis (ampicilina, cefalotina, 
cefazolina, cefoxitina, gentamicina e tetraciclina) e sensíveis a três antibióticos (amicacina, 
clorafenicol e kanamicina) (Tabela 3). Para os demais antibióticos os três isolados mostraram 
respostas variadas, sendo que cada isolado gerou um perfil único. O grupo B foi composto por 
dez isolados que geraram nove perfis distintos, sendo que todos mostraram ser resistentes a 
quatro antibióticos em comum (ampicilina, cefalotina, cefazolina e sulfadiatrim). No grupo C 
formando por onze isolados que mostraram dez perfis de resistência diferentes, os isolados 
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mostraram ser resistentes a quatro antibióticos (ampicilina, cefalotina, cefazolina e 
sulfadiatrim) e sensíveis a dois (gentamicina e tetraciclina). No grupo D foram agrupados 
todos os 18 isolados de crescimento lento, que mostraram resistência a cefazolina (CFZ) e a 
ciprofloxacina (CIP) e sensibilidade a cefotaxima (CTX). Estes isolados mostraram 12 
diferentes perfis de resistência. A variedade de perfis dentro de cada grupo reflete a 
variabilidade de resposta dos membros do grupo ao demais antibióticos. 

 

Figura 4. Percentual de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi resistentes a diferentes 
antibióticos (A) e segundo hábito de crescimento em meio de cultivo (BCR – Bactérias 
de crescimento rápido e BCL – Bactérias de crescimento lento) (B). AMI – Amicacina 
(30 µg/disco), AMP – Ampicilina (10 µg/disco), CFL – Cefalotina (30 µg/disco), CFZ – 
Cefazolina (30 µg/disco), CTX - Cefotaxima (30 µg/disco), CFO – Cefoxitina (30 
µg/disco), CIP – Ciprofloxacina (5 µg/disco), CLO – Clorafenicol (30 µg/disco), GN – 
Gentamicina (12 µg/disco), KAN – Kanamicina (30 µg/disco), SUT – Sulfadiatrim (25 
µg/disco) e TET – Tetraciclina (30 µg/disco). 
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Figura 5. Dendrograma de similaridade entre bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi 
nativas de solos do semiárido quanto à resistência e sensibilidade a doze antibióticos.  

 
Os grupos E e F apresentaram dois isolados cada um que geraram perfis únicos. Três 

isolados foram reunidos no grupo G e dois perfis de resistência foram distinguidos. Estes 
grupos foram formados com base na sensibilidade que isolados mostraram quando expostos 
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aos doze antibióticos (Tabela 3). O isolado 262-4 mostrou perfil bem diferenciado e não 
agrupou em nenhum dos grupos. Este isolado mostrou tolerância somente ao antibiótico 
kanamicina. 

 

Tabela 3. Características dos grupos gerados com base no perfil de resistência a doze 
antibióticos de 50 bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi.  

* AMI – Amicacina (30 µg/disco), AMP – Ampicilina (10 µg/disco), CFL – Cefalotina (30 µg/disco), CFZ – 
Cefazolina (30 µg/disco), CTX - Cefotaxima (30 µg/disco), CFO – Cefoxitina (30 µg/disco), CIP – 
Ciprofloxacina (5 µg/disco), CLO – Clorafenicol (30 µg/disco), GN – Gentamicina (12 µg/disco), KAN – 
Kanamicina (30 µg/disco), SUT – Sulfadiatrim (25 µg/disco) e TET – Tetraciclina (30 µg/disco). S: sensível ao 
antibiótico. R: resistente ao antibiótico e  “w”: resposta variável entre os isolados do grupo.  

 
A similaridade entre os grupos variou de 34 a 75% (grupo G e A, respectivamente). O 

número de grupos gerados e a variabilidade de perfis dentro dos grupos revelam uma base 
genética diversa para tolerância a diferentes antibióticos por bactérias dos solos do semiárido 
que nodulam feijão-caupi (Figura 5). 

O consórcio de leguminosas com poaceas com propósito de estabelecimento de 
pastagens para alimentação animal tem sido feito no Brasil, empregando principalmente a 
leguminosa estilosantes. Um programa de seleção de estirpes de rizóbio para inoculação de 
estilosantes nestas áreas precisa considerar a resistência a antibióticos que normalmente são 
empregados na pecuária, para asseguar o sucesso da estirpe no campo. Neste estudo os 
isolados de crescimento lento mostraram ser mais resistentes aos antibióticos analisados, 
embora tenha ocorrido alta variabilidade de respostas entre estes, em que 18 deles mostraram 
12 perfis de resistência distintos. 

4.4 Uso de Diferentes Fontes de Carbono e Atividade Enzimática Avaliada Utilizando kit 
API20NE 

Os isolados foram testados quando a habilidade em metabolizar doze fontes de 
carbonos de três classes químicas (carboidratos, sais orgânicos e ácidos orgânicos). Os 
isolados mostraram maior versatilidade para metabolizar as fontes de carbono pertencente ao 
grupo dos carboidratos (Figura 6), sendo que as fontes D-manose e D-manitol foram 
metabolizadas por todas as bactérias avaliadas. O resultado para o D-manitol era esperado, 
pois esta é a fonte de carbono que compõe o meio YMA utilizado para isolamento deste grupo 
de bactérias (VINCENT, 1970). 

 

Grupo N° de 
isolados 

N° de 
perfis 

Antibiótico* 
AMI  AMP  CFL  CFZ  CTX  CFO  CIP CLO  GN  KAN  SUT  TET  

A 3 3 S R R R w R w S R S w R 
B 10 9 w R R R w w w w w w R w 
C 11 10 w R R R w w w w S w R S 
D 18 12 w w w R S w R w w w w w 
E 2 2 R w S S S w R S S R w S 
F 2 2 S S S S S S R w S S R S 
G  3 2 S S w R S w S S S S S S 

262-4 1 1 S S S S S S S S S R S S 
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Figura 6. Percentual de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi capazes de metabolizar 
diferentes fontes de carbono. (As fontes de carbono de barras cinza são carboidratos, 
barras pretas são sais orgânicos e barras hachuradas ácidos orgânicos). 

 
A D-maltose, dentre as fontes da classe dos carboidratos, foi a que mais limitou o 

crescimento dos isolados. No entanto, o percentual de isolados que metabolizaram esta fonte 
de carbono foi maior quando comparados com as fontes das classes dos sais e ácidos 
orgânicos. Fora o ácido adípico, as fontes da classe dos ácidos foram, de um modo geral, mais 
limitantes para o crescimento das bactérias. Fontes de carbono de natureza química ácida 
também foram as que mais limitaram o crescimento de bactérias isoladas de nódulos de adubo 
verde (SRIDHAR et al., 2005). Em estudo realizado com bactérias isoladas de nódulos de 
guandu, Fernandes Júnior (2009) identificou que o ácido málico e a maltose representavam as 
fontes de açúcar que menos foram metabolizadas. 

As fontes de carbono L-arabinose, D-manose, D-manitol, e N-acetil-glucosamina 
foram utilizadas por todos os 34 isolados de crescimento rápido (Figura 7). As fontes de 
carbono que mais limitaram o crescimento deste grupo foram o ácido cáprico, ácido fenil-
acético e ácido adípico. Entre os isolados de crescimento lento, as fontes D-manose e D-
manitol foram as que proporcionaram crescimento de todos os isolados (18). Dos 18 isolados 
de crescimento lento avaliados, dois não utilizaram D-glucose e L-arabinose e nenhum 
utilizou o ácido cáprico. As fontes que mais restringiram o crescimento dos isolados de 
crescimento lento foram: citrato de trisódio, ácido adípico, , potássio gluconato, ácido málico 
e ácido fenil-acético, sendo o  ácido adípico e ácido cáprico as fontes que mais limitaram 
(Figura 7). Todas estas fontes de carbono não pertencentes ao grupo químico dos 
carboidratos, o que mostra uma maior limitação dos isolados de crescimento lento para 
metabolizar sais e ácidos orgânicos. Metabolizar diferentes fontes de carbono representa uma 
vantagem ecológica. Estirpes que possam utilizar as mais variadas formas de carbono, que a 
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planta secreta para a rizosfera, apresentam característica desejável para produção de 
inoculante, pois revela a capacidade saprofítica que podem ter para se estabelecer no solo.  

A D-maltose foi a única fonte de carbono que foi, proporcionalmente, mais 
metabolizadas pelas bactérias de crescimento lento. Enzimas que catabolizam dissacarídeos 
normalmente não são comuns no metabolismo de rizóbio de crescimento lento (SADOWSKY 
et al., 1983). A estirpe Azorhizobium doebereinerae UFLA1-100T não é hábil para utilizar a 
sacarose como única fonte de carbono, sendo o ácido lático a fonte mais apropriada para 
crescimento desta estirpe (MOREIRA et al., 2006). 

Isolados de rizóbio normalmente apresentam baixa capacidade para metabolizar fontes 
de carbono pertencentes ao grupo químico dos ácidos, como ácido málico (BERGE et al., 
2009). Neste estudo, esta fonte de carbono foi metabolizada por 96% dos isolados de 
crescimento rápido. 
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Figura 7. Percentual de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi quanto ao hábito de 
crescimento capaz de metabolizar diferentes fones de carbono. BCR-Bactérias de 
crescimento rápido. BCL-Bactéria de crescimento lento. 

 
O índice de utilização múltipla de carbono foi de 0,83 para os isolados de crescimento 

rápido e 0,55 para a amostra de isolados de crescimento lento. Este resultado sugere um 
metabolismo mais homogêneo entre os isolados de crescimento rápido quanto à utilização de 
fontes de carbono e que estes apresentam vantagem ecológica para utilização do carbono em 
diferentes formas, apresentado maior diversidade metabólica que os isolados de crescimento 
lento. 

Quanto à atividade enzimática, os isolados avaliados produziram 13 perfis enzimáticos 
(Tabela 4). Oito perfis foram produzidos exclusivamente por isolados de crescimento rápido 
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(B, C, D, E, F, I, K e L), quatro por isolados de crescimento lento (A, F, I e L) e um (G) por 
ambos os grupos de crescimento (Tabela 4). Os perfis A, B, E e J foram produzidos por 
somente um isolado (Figura 8). 

Das enzimas avaliadas como kit API20NE, a atividade da β-galactosidase foi a que 
mais diferenciou os grupos de crescimento. Esta enzima ocorreu unicamente entre os isolados 
de crescimento rápido (96% foram positivas). A atividade da enzima β-glicosidade foi mais 
comum entre os isolados. A hidrólise da esculina é catalizada pela atividade de β-glicosidade. 
Produção de β-galactosidase e β-glicosidade já foram reportada em Rhizobium lusitanum, 
isolada de nódulo de Phaseulos vulgaris (VALVERDE et al., 2006). A presença destas duas 
enzimas no metabolismo bacteriano representa uma vantagem ecológica, pois estão 
relacionadas ao ciclo do carbono metabolizando compostos poliméricos (DEL BEM, 2008, 
SOUZA et al., 2009). Todos os isolados apresentaram reação negativa para produção de indol 
(TRP), fermentação da glucose (GLU) e arginina dehidrolase (ADH). Para as demais enzimas 
os isolados tiveram respostas variáveis. 

Tabela 4. Perfis de atividade enzimática identificados por API20NE em bactérias com 
diferentes hábitos de crescimento isoladas de nódulos de feijão-caupi. 

Perfil 

enzimático 

Número de 

isolados 

Hábito de 

crescimento 

Atividade enzimática* 

NO3 TRP GLU ADH URE ESC GEL PNPG 

A 1 L + - - - - + - - 

B 1 R + - - - - - - + 

C 3 R + - - - - - - + 

D 2 R - - - - - - - + 

E 1 R + - - - - + + + 

F 2 R + - - - + + + + 

G 9 L + - - - + + + - 

H 7 L/R + - - - + + - - 

I 9 R + - - - + + - + 

J 1 L - - - - + + - - 

K 8 R - - - - + + + + 

L 4 R - - - - + + - + 

M 2 L + - - - + - - - 
*NO3 – Redução de nitrato. TRP – Formação de indol (Triptofano). GLU – Fermentação da glucose. ADH – 
Arginina Dehidrolase. URE – Urease. ESC – Hidrolise da esculina (β-glicosidase). GEL – Gelatinase (protease). 
PNPG – β-galactosidade. 

 
Estes resultados mostram uma boa diferenciação entre bactérias de crescimento rápido 

e lento, isoladas de feijão-caupi, quando caracterizadas com API20NE. Embora este kit tenha 
sido desenvolvido para identificação de bactérias de origem clínica, ficou claro neste estudo 
que as bactérias de crescimento rápido e lento mostraram variabilidade de respostas 
aplicando-se este kit e que o teste PNPG (β-galactosidase) distinguiu bem os grupos de 
crescimento. 
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4.5 Solubilização de Fosfato de Cálcio (SFC) 

Foram avaliados 50 isolados quando à habilidade para solubilizar fosfato de cálcio 
(CaHPO4) em meio de cultivo GL (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982). A capacidade de 
solubilização do fosfato de cálcio foi verificada pela presença de um halo transparente ao 
redor da colônia (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Esquema utilizado para cálculo do índice de solubilização (I.S.= Diâmetro do 
halo-DH/Diâmetro da colônia-DC) (A) e as três possíveis respostas (B): I – bactéria 
não cresce, II – bactéria cresce, mas não solubiliza e III – bactéria solubiliza o fosfato 

 
Do total avaliado, doze foram capazes de solubilizar o fosfato de cálcio, o que 

representa 24% dos isolados, 10 (20%) cresceram, mas não solubilizaram o fosfato, e 28 
(56%) não cresceram. A frequência de solubilizadores encontrada neste estudo foi 

DC DH 

I 

II 

III 

A B 
Leite, J. 2009 
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relativamente baixa, no entanto, esta resposta revela a presença de um mecanismo alternativo 
à fixação biológica de nitrogênio para promoção do crescimento de planta, traço importante 
para seleção de bactérias multifuncionais na produção de inoculantes.  

A frequência de isolados que não cresceram no meio GL foi alta. Está resposta 
negativa à solubilização pode estar associada ao fato de que estes isolados não apresentam a 
atividade solubilizadora ou, a glicose não seja a fonte de carbono ideal para a expressão desta 
característica. Influência da fonte de carbono sobre a atividade solubilizadora de fosfato de 
cálcio foi identificada em bactérias isoladas de nódulos de leguminosas (OLIVEIRA, 2009). 
Sridevi & Mallaiah (2009) avaliaram o efeito de 15 fontes de carbono sobre a atividade 
solubilizadora em estirpes de Rhizobium sp isoladas de diferentes leguminosas. Os autores 
verificaram que as estirpes mostraram maior atividade solubilizadora quando a glicose foi 
utilizada como fonte de carbono. A glicose também foi a melhor fonte de carbono para 
solubilização por estirpes de Bradyrhizobium sp. isoladas de nódulos de Cicer arietinum 
(HALDAR et al., 1991). No entanto, no estudo de Oliveira (2009) foi verificado que de 13 
isolados que não apresentaram crescimento em meio para solubilização de fosfato utilizando 
glicose como fonte de carbono, sete cresceram quando a fonte de carbono foi substituída por 
manitol, sendo que destas, duas apresentaram atividade solubilizadora e eram pertencentes ao 
gênero Bradyrhizobium.  

Quando analisadas sob o aspecto do hábito de crescimento, todos os isolados que 
solubilizaram fosfato de cálcio são de crescimento rápido (Figura 9). Este grupo de bactérias 
esteve presente nas três classes de resposta ao crescimento no meio de cultivo com fosfato de 
cálcio, mostrando a variabilidade de resposta para as condições de crescimento em meio GL. 
Ao passo que nenhum isolado de crescimento lento cresceu no meio.  

Atividade solubilizadora de fosfato de cálcio já foi verificada tanto em bactérias de 
crescimento rápido como de crescimento lento isoladas de nódulos de feijão-caupi, utilizando 
glicose como fonte de carbono (OLIVERIA, 2009; CHAGAS JÚNIOR et al., 2010). Embora, 
utilizando glicose como fonte de açúcar, foi possível revelar diferenças quanto à atividade 
solubilizadora entre os dois grupos de crescimento. Testes utilizando outras fontes são 
importantes para revelar a presença da atividade solubilizadoras nos isolados de crescimento 
lento. 
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Figura 9. Percentual de bactérias de crescimento rápido (BCR) e lento (BCL) isoladas de 
nódulos de feijão-caupi nas diferentes classes de resposta ao crescimento em meio 
de cultivo com fósfato de cálcio. S – Solubilizou fosfato de cálcio presente no meio, 
CNS – Cresceu mas não solubilizou o fosfato e NC – Não cresceu. 

 

Hara & Oliveira (2004) classificaram rizóbios solubilizadores de fosfato de cálcio e 
alumínio isolados de nódulos de feijão-caupi com base no tempo que levavam para iniciar 
atividade de solubilização. Os autores consideraram precoce o isolado que mostrou atividade 
de solubilização até três dias após a inoculação no meio de cultivo e tardio os isolados com 
início da atividade a partir do quarto dia de inoculado em placa. Segundo esta classificação, 
considera-se que dos 12 isolados que apresentaram atividade solubilizadora neste estudo, onze 
foram precoces e um tardio (451-5) (Tabela 5). 

À medida que o tempo de incubação foi aumentado, o índice de solubilização dos 
isolados também aumentou, sendo que na avaliação feita no 12° dia os isolados mostraram 
maior variabilidade de resposta. Na primeira avaliação (três dias após a inoculação) os 
isolados 271-4, 312-7, 312-10 e 451-10 apresentaram capacidade de solubilização classificada 
como média, atingindo I.S. ≥ 2. O maior índice foi alcançado pelo isolado 312-10 aos 12 dias 
após a inoculação, mostrando ser promissor para testes de promoção de crescimento em 
plantas sob condições de fósforo pouco solúvel. 

 

Tabela 5. Índice de solubilização e características relativas à solubilização de fosfato de 
cálcio em meio GL por bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi.  

Isolado Índice de solubilização (IS)1 Início da Capacidade 
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3° dia 6° dia 12° dia 
solubilização de 

solubilização 

173-2 1,85bB 1,90bB 2,76cA Precoce Média 

271-4 2,07aC 2,52aB 2,96cA Precoce Média 

312-7 2,15aA 2,43aA 2,53dA Precoce Média 

312-10 2,04aC 2,42aB 3,75aA Precoce Média 

352-3 1,54bC 2,30aB 3,21bA Precoce Média 

362-1 1,62bC 2,30aB 2,79cA Precoce Média 

422-2 1,61bB 2,61aA 2,86cA Precoce Média 

443-5 1,60bC 2,55aB 3,33bA Precoce Média 

451-5 NS2 1,74bB 2,64cA Tardia Média 

451-10 2,00aB 2,28aB 3,04cA Precoce Média 

462-1 1,76bA 2,05bA 2,18dA Precoce Média 

551-3 1,82bB 1,88bB 2,48dA Precoce Média 

Média 1,57C 2,15B 2,72A   

CV (%) 11,85         
1I.S.: diâmetro do halo (mm) /diâmetro da colônia (mm). 2NS: não solubilizou. 
Médias seguidas por letras distintas, minúsculas nas colunas e maiúsculas nas linhas, diferem entre si 
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 
De modo geral o índice de solubilização foi aumentando com o tempo de incubação 

(Tabela 5), o que está de acordo com os resultados obtidos por Hara & Oliveira (2004). Aos 
12 dias após a inoculação, todos os isolados foram classificados como de capacidade média de 
solubilização. Variabilidade na eficiência de solubilização de fosfato de cálcio entre estirpes 
de bactérias isolados de nódulos de leguminosas também foi verificada em estudos efeitos por 
Oliveira (2009), Hara & Oliveira (2005) e Peix et al. (2001). 

 

4.6 Variabilidade no Tamanho do Espaço Intergênico 16S-23S rRNA 

O produto da extração de DNA das bactérias caracterizadas genotipícamente nestes 
estudo encontra-se na Figura 10. 

 
 



 31

 

 

Figura 10. Produto da extração de DNA de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi. M 
– Marcador 1 Kb plus, 1: Isolado 111-3, 2: 161-2, 3: 173-2, 4: 211-1, 5: 221-2, 6: 
222-4, 7: 262-4, 8: 263-3, 9: 271-4, 10: 273-7, 11: 312-7, 12: 312-10, 13: 331-4, 14: 
352-3, 15: 362-1, 16: 371-2, 17: 371-6, 18: 372-5, 19: 422-2, 20: 443-5, 21: 451-5, 
22: 451-10, 23: 461-6, 24: 462-1, 25: 471-6, 26: 472-2, 27: 472-5, 38: 512-3, 29: 541-
3, 30: 573-5, 31: 122-1, 32: 131-1, 33: 143-1, 34: 551-3, 35: 111-4, 36: 111-6, 37: 
112-1, 38: 112-5, 39: 113-2, 40: 113-3, 41: 131-3, 42: 211-2, 43: 223-4, 44: 241-2, 
45: 271-2, 46: 313-8, 47: 352-7, 48: 352-10, 49: 352-10, 50: 353-3, 51: 452-9, 52: 
471-2, 53: 473-2 54: 242-10. 

 

Empregando a técnica de ITS-PCR utilizando os iniciadores ITSF/ITSReub foi 
possível verificar variabilidade para o comprimento do espaço intergênico 16S-23S (Figura 
11). Doze bandas polimórficas foram identificadas entre as amostras de bactérias de 
crescimento rápido distinguindo claramente estes isolados, ao passo que entre os isolados de 
crescimento lendo quatro bandas polimórficas foram identificadas. Este resultado mostra 
maior variabilidade para o comprimento do ITS entre os isolados de crescimento rápido. 

Rizóbio de crescimento rápido mostraram maior variabilidade de seqüência do ITS 
que rizóbio de crescimento lento em estudo feito por Tan et al. (2001). Estirpes de 
Bradyrhizobium isoladas de Arachis hypogaea L. de solos na China que mostraram alta 
similaridade para sequência do 16S rRNA, mostraram variabilidade para o tamanho do ITS 
sendo separados em três grupos (YANG et al., 2005). A variedade no comprimento do ITS 
também foi utilizada por Vineusa et al. (2005) para distinguir estirpes de Bradyrhizobium que 
apresentavam alta similaridade do 16S rRNA. É possível que os isolados de crescimento lento 
com mesmo tamanho do ITS representem a mesma espécie (Rivas et al., 2004). 

Zhang et al. (2008) caracterizando estirpes de crescimento rápido e lento isoladas de 
nódulos de Vigna unguiculata e Vigna radiata, mostram que os 54 isolados de crescimento 
lento quando formaram 3 grupos genotípicos com base na análise de ARDRA, ao passo que 
entre os oito isolados de crescimento rápido foi encontrado cinco perfis genotípicos. Quando 
o ITS destes isolados foi cortado com as enzimas MspI, HaeIII and AluI, os isolados de 
crescimento lento mostraram maior variedade de perfis do ITS. Estes resultados mostram a 
importância da análise do ITS em estudos de filogenia de bactérias de crescimento lento que 
nodulam leguminosas.  
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Figura 11. Produto de ITS-PCR de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi. M – 
Marcador 1 Kb plus, 1: Isolado 111-3, 2: 161-2, 3: 173-2, 4: 211-1, 5: 221-2, 6: 222-
4, 7: 262-4, 8: 263-3, 9: 271-4, 10: 273-7, 11: 312-7, 12: 312-10, 13: 331-4, 14: 352-
3, 15: 362-1, 16: 371-2, 17: 371-6, 18: 372-5, 19: 422-2, 20: 443-5, 21: 451-5, 22: 
451-10, 23: 461-6, 24: 462-1, 25: 471-6, 26: 472-2, 27: 472-5, 38: 512-3, 29: 541-3, 
30: 573-5, 31: 122-1, 32: 131-1, 33: 143-1, 34: 551-3, 35: 111-4, 36: 111-6, 37: 112-
1, 38: 112-5, 39: 113-2, 40: 113-3, 41: 131-3, 42: 211-2, 43: 223-4, 44: 241-2, 45: 
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271-2, 46: 313-8, 47: 352-7, 48: 352-10, 49: 352-10, 50: 353-3, 51: 452-9, 52: 471-2 e 
53: 473-2. 

 

4.7 Diversidade Genética dos Isolados Segundo Perfil de Banda Gerado pelo primer 
BOX 

Um alto nível de polimorfismo foi verificado entre os 50 isolados caracterizados com 
o primer BOX 1A. Ao todo foram oito grupos genótipos que congregaram 43 perfis diferentes 
(Figura 12). O alto grau de similaridades entre as isolados pode ser verificada pelo baixo grau 
de similaridade final (20%). Os isolados foram reunidos em oito grupos genotípicos, com 
similaridade interna do grupo variando de 27 (grupo H) a 51 % (grupo D).  

No grupo A os isolados 352-7 e 161-2 foram agrupados com as estirpes padrão de 
Rhizobium etli e Sinorhizobium (Ensifer) fredii. O grupo B foi formado pelo isolado 262-4 eas 
estirpes padrão de Cupiravidus taiwnersis e Brasdyrhizobium elkanii.  Os grupos C e D 
congregaram a maioria dos isolados. No grupo C, com similaridade mínima de 42% foram 
agrupados 15 isolados, sendo que destes 13 eram de crescimento rápido. Os isolados 273-7 e 
371-6 do sub-grupo CI apresentaram mesmo perfil e juntamente com os demais isolados 
similaridade de 52% com a estirpe padrão de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli. O sub-
grupo CII foi constituído pelo isolado 221-2 e a estirpe padrão de Burkholderia sabiae e o 
sub-grupo CIII pelos isolados 241-2, 473-2 e 451-5.  

O grupo D agrupou a maioria dos isolados (22) e três estirpes padrão. Este grupo foi 
separado em cinco sub-grupos. O isolado 271-4 e as estirpes padrão de Burkholdeira nodosa e 
Rhizobium tropici foram reunidos no sub-grupo DI. No sub-grupo DIII foi formado só por 
isolados de crescimento lento com 100% de semelhança entre sim. Outros dois pares de 
isolados também mostraram perfil 100% similar, foram os isolados 113-3 e 271-2 de 
crescimento lento e os isolados 472-5 e 541-3, ambos pertencentes ao sub-grupo DIV. A 
estirpe padrão de Mesorhizobium huakii apareceu agrupada com os isolados 512-3, 111-4, 
221-1 e 131-1 no sub-grupo DV. 

A estirpe de Bradyrhizobium japonicum apareceu agrupada com os isolados 551-3 e 
131-3 (grupo F) e o isolado 122-1 foi agrupado com a estirpe padrão de Azorhizobium 

caulinodans. Os demais isolados apareceram em grupos com baixa similaridade com as 
estirpes padrão. 

O BOX-PCR tem sido freqüentemente utilizado para genotipagem de bactérias a fim 
de revelar diferenças entre estirpes em estudos de diversidade (LU et al., 2009; 
KOEDOEBOECZ et al., 2009) e também empregado na identificação de estirpes utilizadas 
em inoculantes no Brasil, como ferramenta de controle de qualidade (INSTRUÇÃO 
NORMATIVA N° 30, MAPA). No caso de rizóbio, bactérias que nodulam leguminosas, esta 
ferramenta tem sido muito empregada para fins da caracterização da diversidade deste grupo 
de bactérias assim como na descrição de novas espécies (HAN et al., 2008). Utilizando BOX-
PCR, Florentino et al. (2010) conseguiram mostrar distinção genotípica entre nove estirpes de 
rizóbio isoladas de nódulos de feijão-caupi de solos de Minas Gerias e de Rondônia. Os nove 
isolados produziram perfis únicos. As regiões Norte e Nordeste são as que mais cultivam o 
feijão-caupi. Do Nordeste há somente um relato de caracterização genotípica por BOX-PCR 
de rizóbio isolados de nódulos de feijão-caupi (FERNANDES et al., 2003). O sucesso desta 
cultura na região Nordeste está na rusticidade desta cultura para tolerar altas temperaturas e 
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períodos de estiagem na época de cultivo, quando comparado ao feijão-comum (Phaseolus 

vulgaris) (FREITE et al., 2005). Conhecer a estrutura das populações de bactérias que 
nodulam feijão-caupi a partir de sua base genética é muito importante para melhor conhecer a 
dinâmica destas populações e então poder melhor selecionar estirpes eficientes em fixar 
nitrogênio biologicamente. 
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Figura 12. Dendrograma de similaridade gerado pelo fingerprinting utilizando o primer 
BOX-1A de isolados nativos de solos do semiárido brasileiro obtidos de nódulos de 
feijão-caupi.  
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5 CONCLUSÕES 

Isolados obtidos de nódulos de feijão-caupi em solos do semiárido brasileiro possuem 
ampla resposta ao estresse de temperatura e salinidade, sendo que os isolados de crescimento 
rápido mostraram maior variabilidade de resposta que os isolados de crescimento lento. 

Os isolados de crescimento rápido mostraram maior versatilidade para à utilização de 
fontes de carbono e perfil enzimático mais diverso que os isolados de crescimento lento. 

Doze isolados mostraram potencial biotecnológico para solubilização de fosfato, sendo 
que onze foram precoces para iniciar a atividade de solubilização. Nenhum isolado de 
crescimento lento é hábil para solubilizar fosfato. 

Maior variabilidade para o comprimento do ITS foi encontrada entre os isolados de 
crescimento rápido. 

A caracterização por BOX-PCR mostrou boa discriminação entre os isolados 
revelando 43 perfis distintos. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A ecologia de bactérias de solos do semiárido brasileiro é pouco conhecida, 
principalmente das bactérias que nodulam leguminosas. Este grupo de bactérias representa um 
recurso natural com potencial biotecnológico promissor para aplicação na agricultura via 
tecnologia de inoculação. O passo inicial para seleção destes organismos é por meio de 
estudos de ecologia, onde se faz necessário a caracterização por meio de abordagens 
fenotípicas e genotípicas. 

Neste estudo foi possível verificar que este grupo de bactéria possui uma plasticidade 
fenotípica e genotípica ampla. Essa variabilidade para os caracteres analisados pode apontar 
para uma, também, correspondente variabilidade para eficiência da fixação biológica de 
nitrogênio e revelar estirpes potenciais para uso como inoculantes. Estudos de eficiência 
simbiótica em feijão-caupi são necessários para testar está hipótese, também sendo 
necessários estudos para identificação destes isolados por meio de abordagens genotípicas de 
sequenciamento de sequências de genes estruturais para determinação da posição filogenética. 
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8 ANEXOS 

Anexo 1.Grupos culturais dos isolados selecionados para teste de tolerância a temperatura e a salinidade. 

Grupo 
Número de 

isolados 

Características culturais 
Grupo 

Número 
de 

isolados 

Características culturais 
Tempo de 

crescimento 
Modificação 

do pH 
Tamanho 
da colônia 

Cor da 
colônia 

Produção 
de muco 

Tempo de 
crescimento 

Modificação 
do pH 

Tamanho 
da colônia 

Cor da 
colônia 

Produção 
de muco 

G1 1 Lento  Alcalino >2 mm Amarela Pouca G26 5 Rápido Neutro 1 a 2 mm Amarela Muita 
G2 11 Lento  Neutro 1 a 2 mm Branca Muita G27 15 Rápido Ácido 1 a 2 mm Amarela Muita 
G3 1 Rápido Ácido >2 mm Branca Muita G28 1 Lento  Alcalino 1 a 2 mm Amarela Muita 
G4 2 Rápido* Neutro 1 a 2 mm Branca Muita G29 3 Lento  Neutro 1 a 2 mm Amarela Muita 
G5 5 Rápido Neutro >2 mm Branca Muita G30 6 Lento  Ácido 1 a 2 mm Amarela Muita 
G6 4 Rápido Neutro 1 a 2 mm Branca Muita G31 3 Rápido* Ácido 1 a 2 mm Amarela Pouca 
G7 2 Lento  Ácido >2 mm Branca Muita G32 4 Rápido* Ácido 1 a 2 mm Amarela Muita 
G8 5 Lento  Neutro >2 mm Branca Muita G33 6 Rápido Ácido 1 a 2 mm Branca Muita 
G9 2 Lento  Alcalino >2 mm Branca Muita G34 4 Lento  Ácido 1 a 2 mm Branca Muita 
G10 9 Lento  Alcalino 1 a 2 mm Branca Pouca G35 2 Rápido Ácido <1 mm Amarela Pouca 
G11 9 Lento  Alcalino 1 a 2 mm Branca Muita G36 3 Rápido Ácido >2 mm Amarela Pouca 
G12 2 Rápido* Neutro <1 mm Branca Pouca G37 6 Rápido Ácido 1 a 2 mm Amarela Pouca 
G13 1 Rápido* Neutro 1 a 2 mm Branca Pouca G38 1 Rápido Neutro >2 mm Amarela Pouca 
G14 1 Rápido* Neutro >2 mm Branca Pouca G39 3 Rápido Neutro 1 a 2 mm Amarela Pouca 
G15 2 Rápido Neutro >2 mm Branca Pouca G40 1 Lento  Ácido <1 mm Amarela Pouca 
G16 2 Lento  Neutro >2 mm Branca Pouca G41 2 Lento  Ácido 1 a 2 mm Amarela Pouca 
G17 4 Rápido Neutro 1 a 2 mm Branca Pouca G42 2 Lento  Neutro 1 a 2 mm Amarela Pouca 
G18 7 Lento  Neutro 1 a 2 mm Branca Pouca G43 2 Rápido Ácido <1 mm Branca Pouca 
G19 3 Lento  Neutro <1 mm Branca Pouca G44 3 Rápido Ácido >2 mm Branca Muita 
G20 3 Lento  Neutro >2 mm Branca Muita G45 4 Rápido Ácido >2 mm Branca Pouca 
G21 20 Rápido Ácido >2 mm Amarela Muita G46 1 Lento  Ácido >2 mm Branca Pouca 
G22 1 Lento  Ácido >2 mm Amarela Muita G47 1 Lento  Ácido 1 a 2 mm Branca Pouca 
G23 1 Rápido* Ácido >2 mm Amarela Muita G48 1 Rápido* Ácido >2 mm Branca Pouca 
G24 7 Rápido Ácido >2 mm Branca Muita G49 2 Rápido* Ácido >2 mm Branca Muita 
G25 3 Rápido Neutro >2 mm Amarela Muita Total 189  isolados         
*Estes grupos foram classificados por Leite et al. (2009) como sendo de crescimento rápido. Os isolados pertencentes a estes grupos apresentaram crescimento até 4 dias após 
a incubação. Neste estudo estes isolados foram considerados como sendo de crescimento rápido seguindo a caracterização de Vicente (1940). 
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Anexo 2. Isolados selecionados com base no perfil de tolerância a temperatura e a salinidade 
para testes fenotípicos e genotípicos  

Isolado Perfil de tolerância a 
temperatura e 

salinidade 

  
Características culturais 

°C NaCl (%)  
Tempo de 

crescimento 
Modificação 

do pH 
Tamanho da 

colônia 
Cor da 
colônia 

Produção de 
muco 

111-3 39 0  Rápido Ácido >2 Amarela Pouco 

111-4 45 0  Lento Alcalino 1 a 2 Branca Pouco 

111-6 45 0  Lento Neutro 1 a 2 Branca Muito 

112-1 45 0  Lento Neutro 1 a 2 Branca Muito 

112-5 39 0  Lento Neutro 1 a 2 Amarela Muito 

113-2 45 0  Lento Alcalino 1 a 2 Branca Pouco 

113-3 45 0  Lento Ácido 1 a 2 Branca Pouco 

122-1 39 0  Rápido Neutro <1 Branca Pouco 

131-1 45 1  Rápido Ácido 1 a 2 Amarela Muito 

131-3 43 0  Lento Neutro 1 a 2 Branca Muito 

143-1 45 1  Rápido Ácido 1 a 2 Amarela Pouco 

161-2 39 3  Rápido Ácido >2 Amarela Muito 

173-2 45 3  Rápido Neutro 1 a 2 Branca Muito 

211-1 45 2  Rápido Ácido 1 a 2 Amarela Muito 

221-2 45 0  Lento Alcalino 1 a 2 Branca Muito 

222-4 41 3  Rápido Ácido >2 Amarela Muito 

223-4 39 1  Lento Alcalino 1 a 2 Branca Muito 

241-2 41 0  Lento Neutro 1 a 2 Branca Muito 

242-10 43 0  Lento Ácido 1 a 2 Branca Muito 

262-4 45 2  Rápido Ácido 1 a 2 Branca Muito 

271-2 45 0  Lento Ácido 1 a 2 Amarela Muito 

271-4 41 1  Rápido Neutro 1 a 2 Amarela Muito 

273-7 45 3  Rápido Ácido 1 a 2 Amarela Muito 

312-10 45 2  Rápido Alcalino 1 a 2 Amarela Muito 

312-7 45 2  Rápido Neutro 1 a 2 Amarela Muito 

313-8 43 1  Lento Alcalino <1 Branca Pouco 

331-4 41 1  Rápido Ácido 1 a 2 Branca Pouco 

352-3 45 2  Rápido Neutro >2 Branca Muito 

352-7 43 0  Rápido Ácido >2 Branca Pouco 

352-10 41 0  Lento Neutro <1 Branca Pouco 

353-3 45 2  Lento Alcalino 1 a 2 Branca Muito 

353-6 43 2  Lento Ácido 1 a 2 Amarela Pouco 

362-1 39 2  Rápido Neutro 1 a 2 Amarela Muito 

371-6 45 2  Rápido Ácido >2 Amarela Muito 

372-5 43 1  Rápido Ácido 1 a 2 Branca Muito 
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Anexo 2. Isolados selecionados com base no perfil de tolerância a temperatura e a salinidade 
para testes fenotípicos e genotípicos. (continuação...)  
 

Isolado Perfil de tolerância a 
temperatura e 

salinidade 

  
Características culturais 

°C NaCl (%)  
Tempo de 

crescimento 
Modificação 

do pH 
Tamanho da 

colônia 
Cor da 
colônia 

Produção de 
muco 

422-2 45 2  Rápido Neutro 1 a 2 Branca Pouco 

443-5 45 5  Rápido Neutro >2 Amarela Muito 

451-10 45 3  Rápido Neutro >2 Amarela Muito 

451-5 41 0  Rápido Ácido 1 a 2 Branca Muito 

452-9 45 0  Lento Neutro <1 Branca Pouco 

461-6 39 1  Rápido Ácido 1 a 2 Amarela Pouco 

462-1 43 2  Rápido Ácido >2 Branca Muito 

462-3 41 3  Rápido Ácido 1 a 2 Amarela Muito 

472-2 43 3  Rápido Neutro >2 Amarela Muito 

472-5 45 3  Rápido Ácido 1 a 2 Amarela Muito 

473-2 41 1  Lento Alcalino 1 a 2 Branca Muito 

512-3 41 1  Rápido Ácido >2 Amarela Muito 

541-3 41 0  Rápido Ácido 1 a 2 Amarela Pouco 

551-3 41 0  Rápido Ácido 1 a 2 Branca Muito 

573-7 39 2  Rápido Ácido >2 Branca Muito 
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Anexo 3. Perfil API 20NE para atividade enzimática e de utilização de carbono. Sinal “+” indica presença da atividade enzimática e capacidade 
para utilização da fonte de carbono*.  

Isolado 
Atividade enzimática   Fontes de carbono 
NO3 TRP GLU ADH URE ESC GEL PNG   GLU ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT PAC 

Rápidos 
111-3 - - - - + + - +  + + + + + + + - - + + - 
122-1 - - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
131-1 + - - - - + - +  + + + + + + - - - + - - 
143-1 - - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
161-2 - - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
173-2 - - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
211-1 + - - - + + - +  + + + + + + + - - + - - 
221-2 - - - - + + - +  - + + + + + - - - - + - 
222-4 + - - - - + - +  + + + + + + + - - + + + 
262-4 - - - - - + - +  + + + + + + + - + + - - 
271-4 - - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
273-7 + - - - + + - +  + + + + + + + - - + + + 
312-7 + - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
312-10 - - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
331-4 - - - - + + - +  + + + + + + + - - + - + 
352-3 - - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
362-1 - - - - + + + +  + + + + + + + + + + + + 
371-6 + - - - + + - +  + + + + + + + - - + - - 
372-5 + - - - + + - +  + + + + + + + - - + - - 
422-2 + - - - - - - +  + + + + + + + + + + + + 
443-5 + - - - - + + +  + + + + + - + + + + + + 
451-5 + - - - + + + +  + + + + + + + + + + + + 
451-10 - - - - + + - +  + + + + + + + - + + + + 
461-6 + - - - + + - -  + + + + + + + + - + + - 
462-1 - - - - + + + +  + + + + + - + + + + + + 
462-3 + - - - + + - +  + + + + + + + - - + - - 
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Anexo 3. Perfil API 20NE para atividade enzimática e de utilização de carbono. Sinal “+” indica presença da atividade enzimática e capacidade 
para utilização da fonte de carbono*. (continuação...) 

Isolado 
Atividade enzimática   Fontes de carbono 
NO3 TRP GLU ADH URE ESC GEL PNG   GLU ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP ADI MLT CIT PAC 

Rápidos 
472-2 + - - - + + - +  + + + + + + + - + + + - 
472-5 + - - - + + - +  + + + + + + + - - + + - 
512-3 + - - - - + - +  + + + + + + + - - + - - 
541-3 - - - - - + - +  + + + + + + + - + + + - 
551-3 - - - - + + + +  + + + + + + + + + + + + 
573-7 + - - - + + - +   + + + + + + + - + + - - 

Lentos 
111-4 + - - - + - - -  + + + + - - + - - + - - 
111-6 + - - - + + + -  + + + + + + - - - - - - 
112-1 + - - - + + + -  - - + + + + - - - - - - 
112-5 - - - - + + - -  + + + + - - - - - - - - 
113-2 + - - - + + + -  - - + + + + - - - - - - 
113-3 + - - - + + - -  + + + + - + - - - - - - 
131-3 + - - - + + - -  + + + + - + - - - - - - 
223-4 + - - - + - - -  + + + + + + - - - - + + 
241-2 + - - - + + - -  + + + + + + - - + + - + 
242-10 + - - - + + - -  + + + + + + - - + + - + 
271-2 + - - - + + + -  + + + + + + + - - + - - 
313-8 + - - - + + + -  + + + + + + - - - - - - 
353-3 + - - - + + + -  + + + + + + - - - - - + 
352-7 + - - - - + - -  + + + + + + - - - - - - 
352-10 + - - - + + + -  + + + + + + - - - + - + 
353-6 + - - - + + - -  + + + + + + - - - - - + 
452-9 + - - - + + + -  + + + + + + - - - - - - 
473-2 + - - - + + - -   + + + + + + - - - + - - 
* NO3 – Redução de nitrato. TRP – Formação de indol (Triptofano). GLU – Fermentação da glucose. ADH – Arginina Dehidrolase. URE – Urease. ESC – Hidrolise da esculina (β-glicosidase). 
GEL – Gelatinase (protease). PNPG – β-galactosidade. GLU – D-glucose. ARA – L-arabinose. MNE – D-manose.  MAN – D-manitol. NAG- N-acetil-glucosamina. MAL – D-maltose. GNT – 
Potássio gluconato. CAP – Ácido cáprico. ADI – Ácido adípico. MLT – Ácido málico. CIT – Citrato de trisódio. PAC – Ácido fenil-acético. 

 
Anexo 4. Perfis de resistência a doze antibióticos por bactérias de crescimento rápido de lento, isoladas de nódulos de feijão-caupi. 
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Isolado  
Antibiótico 

AMI AMP CFL CFZ CTX CFO CIP CLO GN KAN SUT TET 
Rápidos 

111-3 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
122-1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 
131-1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 
143-1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 
161-2 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 
173-2 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
211-1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 
221-2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 
222-4 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 
262-4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
271-4 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 
273-7 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 
312-7 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 
312-10 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 
331-4 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 
352-3 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
362-1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 
371-6 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 
372-5 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 
422-2 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 
443-5 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
451-5 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 
451-10 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 
461-6 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 
462-1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
462-3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Anexo 4. Perfis de resistência a doze antibióticos por bactérias de crescimento rápido de lento, isoladas de nódulos de feijão-caupi. 
(continuação...) 

*AMI – Amicacina (30 µg/disco), AMP – Ampicilina (10 µg/disco), CFL – Cefalotina (30 µg/disco), CFZ – Cefazolina (30 µg/disco), CTX - Cefotaxima (30 µg/disco), CFO – Cefoxitina (30 
µg/disco), CIP – Ciprofloxacina (5 µg/disco), CLO – Clorafenicol (30 µg/disco), GN – Gentamicina (12 µg/disco), KAN – Kanamicina (30 µg/disco), SUT – Sulfadiatrim (25 µg/disco) e TET – 
Tetraciclina (30 µg/disco).  

Isolado  
Antibiótico 

AMI AMP CFL CFZ CTX CFO CIP CLO GN KAN SUT TET 
Rápidos 

472-2 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
472-5 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 
512-3 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 
541-3 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 
551-3 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
573-7 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 

Lentos 
111-4 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 
111-6 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 
112-1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 
112-5 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 
113-2 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 
113-3 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 
131-3 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 
223-4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
241-2 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 
242-10 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 
271-2 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 
313-8 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 
352-7 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 
352-10 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 
353-3 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 
353-6 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 
452-9 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 
473-2 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 




