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RESUMO 

 

Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong., conhecida como tamboril ou orelha de 

macaco, é uma leguminosa nativa do Brasil que ocorre do norte ao sul do país. Apresenta 

característica rústica e adaptabilidade para as condições edafoclimáticas do Semiárido 

brasileiro. Tamboril é uma espécie promissora para a recuperação de áreas degradadas, e 

estabelece simbiose com bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN). As BFN nodulíferas em 

leguminosas são popularmente conhecidas como rizóbios, no qual, são responsáveis por até 

100% da fixação biológica de nitrogênio. A busca pela seleção de rizóbios eficientes, para a 

produção de inoculantes, surge como uma alternativa econômica, ecológica e sustentável, por 

causa dos impactos ambientais e dos altos custos no uso de fertilizantes nitrogenados. Esse 

trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética de rizóbios isolados de nódulos de 

Enterolobium contortisiliquum, oriundos de solos do Semiárido pernambucano. Foram 

coletados solos em cinco municípios de Pernambuco: Betânia, Parnamirim, Santa Cruz, Santa 

Maria da Boa Vista e Serra Talhada. Para a captura dos isolados, foi montado um 

experimento, em condições de viveiro, utilizando tamboril como planta-isca. Após 95 dias de 

condução do experimento os nódulos foram coletados e realizado a desinfestação superficial. 

Para a obtenção de culturas puras, foram realizadas sucessivas repicagens em placas de Petri 

com meio YMA. Os isolados obtidos foram caracterizados geneticamente por meio das 

análises de amplificação de fragmentos dos genes simbióticos nifH e nodC pela técnica de 

Duplex-PCR, as técnicas de BOX-PCR e ARDRA e sequenciamento parcial do gene 16S 

rRNA. Foi obtida uma coleção com 207 isolados bacterianos, a partir da análise de 127 

nódulos. O solo oriundo do município de Betânia apresentou a maior quantidade de isolados 

(56), seguido por Parnamirim (55), Serra Talhada (43 isolados), Santa Cruz (31) e Santa 

Maria da Boa Vista (22). Na análise da variabilidade genética por BOX-PCR, os isolados de 

tamboril apresentaram perfis de bandas diversos, demonstrando alta diversidade genética. Os 

32 isolados que foram selecionados para o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, foram 

identificados nos seguintes gêneros: Rhizobium (17), Agrobacterium (3), Bradyrhizobium (2), 

e Paraburkholderia (1), também foram identificados isolados não rizobianos, pertencentes aos 

gêneros: Pseudomonas (2), Brucella (2), Labrys (2), Pleomorphomonas (1), Bacillus (1), e 

Siphonobacter (1). Esses resultados demonstram que os rizóbios isolados de nódulos 

radiculares de tamboril, de solos de diferentes localidades do Semiárido pernambucano, 

pertencem a alfa (Rhizobium, Agrobacterium e Bradyrhizobium) e beta-rizóbios 

(Paraburkholderia). Porém, ocorre predomínio de bactérias pertencentes ao gênero 



Rhizobium, principalmente relacionadas a espécie R. dioscoreae S-93
T
 (99,09 - 100% de 

similaridade). 

 

Palavras-chave: região Semiárida brasileira; tamboril; fixação biológica de nitrogênio; gene 

16S rRNA; Rhizobium. 



ABSTRACT 

 

 
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong., known as monkfish or monkey, is a legume 

native to Brazil that occurs from the north to the south of the country. It has a rustic character 

and adaptability to the edaphoclimatic conditions of the Brazilian semiarid region. Monkfish 

is a promising species for recovering degraded areas and establishing symbiosis with 

nitrogen-fixing bacteria. Noduliferous bacteria in legumes are popularly known as rhizobia, in 

which they are responsible for up to 100% of biological nitrogen fixation. The search for the 

selection of efficient rhizobia for the production of inoculants appears as an economic, 

ecological, and sustainable alternative because of the environmental impacts and the high 

costs of using nitrogen fertilizers. This work aimed to evaluate the genetic diversity of 

rhizobia isolated from Enterolobium contortisiliquum nodules from soils in the semiarid 

region of Pernambuco State. Soils were collected in five municipalities of Pernambuco State: 

Betânia, Parnamirim, Santa Cruz, Santa Maria da Boa Vista, and Serra Talhada. An 

experiment was set up under nursery conditions to capture the isolates, using monkfish as a 

trap plant. After 95 days of experimenting, the nodules were collected, and a superficial 

disinfestation was carried out. The material was spread in streaks to obtain single colonies in 

Petri dishes with YMA medium. The isolates obtained were genetically characterized by 

analysis of fragment amplification of the symbiotic genes nifH and nodC using the Duplex-

PCR, BOX-PCR, ARDRA and partial sequencing of the 16S rRNA gene. A collection of 207 

bacteria was obtained from analyzing 127 nodules. Soil from the municipality of Betânia had 

the highest number of isolates (56), followed by Parnamirim (55), Serra Talhada (43 

isolados), Santa Cruz (31) and Santa Maria da Boa Vista (22). In the analysis of genetic 

variability by BOX-PCR, the monkfish isolates showed different band profiles, demonstrating 

high genetic diversity. The 32 isolates that were selected for partial sequencing of the 16S 

rRNA gene were identified in the following genera: Rhizobium (17), Agrobacterium (3), 

Bradyrhizobium (2), and Paraburkholderia (1). Non-rhizobial isolates belonging to the 

genera: Pseudomonas (2), Brucella (2), Labrys (2), Pleomorphomonas (1), Bacillus (1), and 

Siphonobacter (1) were also identified. These results demonstrate that rhizobia isolated from 

monkfish root nodules from soils in different semiarid regions of Pernambuco State 

belong to alpha (Rhizobium, Agrobacterium e Bradyrhizobium) and beta-rhizobia 

(Paraburkholderia). However, there is a predominance of bacteria belonging to the genus 

Rhizobium, mainly related to the species R. dioscoreae S-93T (99.09 - 100% similarity). 



 
Keywords: brazilian semiarid region; monkfish; biological nitrogen fixation; 16S rRNA 

gene; Rhizobium. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Semiárido brasileiro é conhecido por ter um bioma exclusivamente brasileiro, a 

Caatinga, rico em biodiversidade com a presença de uma fauna e flora únicas. Mas, com o 

passar dos anos, a pressão antrópica, através do crescimento populacional, construção civil e 

atividades agropecuárias intensivas, resultou na degradação desse bioma, surgindo assim a 

necessidade de se elaborarem ações para sua recuperação, incluindo os estudos com as 

espécies arbóreas que apresentam potencial para uso em projetos de recuperação de áreas 

degradadas. 

A família Fabaceae, presente na Caatinga, representa a maior parte da diversidade 

florística da região Nordeste do Brasil, com espécies que apresentam características de 

adaptabilidades às condições edafoclimáticas do Semiárido (BFG, 2015; ZAPPI et al., 2015). 

Estudos têm evidenciado que a seleção de espécies adaptadas às condições locais pode 

contribuir para o aumento da sobrevivência em campo e a aceleração do processo de 

recomposição (COSTA et al., 2002; CARVALHO et al., 2022). 

Dentre as espécies dessa família, o tamboril - Enterolobium contortisiliquum (Vell.) 

Morong., é uma árvore de origem brasileira que ocorre do norte ao sul do país (ARAÚJO; 

PAIVA SOBRINHO, 2011). Essa espécie possui alta capacidade de brotação após a 

mortalidade do caule, tolera variações climáticas e solos pobres em nutrientes, sendo 

considerada uma espécie ideal em projetos de recuperação de áreas degradadas 

(FERNANDES et al., 2017; SILVA et al., 2021). Além disso, E. contortisiliquum, destaca-se 

pela sua capacidade em estabelecer simbiose eficiente com bactérias fixadoras de nitrogênio 

(BFN) (MOREIRA et al., 2010; SOUSA et al., 2013; JESUS et al., 2014). Entretanto, na 

literatura há poucos estudos sobre rizóbios em simbiose com E. contortisiliquum (MARTÍNEZ 

ALCÁNTARA et al., 2020). 

Incluídas em um grupo de microrganismos de grande importância para os 

ecossistemas, as bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN) são responsáveis pela principal 

entrada de nitrogênio (N) nas cadeias alimentares (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). As BFN 

nodulíferas em leguminosas são amplamente conhecidas como rizóbios. Essas bactérias são 

capazes de induzir nódulos nas raízes de plantas leguminosas, onde ocorre a fixação biológica 

de nitrogênio, e podem fornecer até 100% do N necessário para o desenvolvimento das 

culturas (EMBRAPA, 2019). 

A utilização de rizóbios em programas de recuperação de áreas degradadas, representa 

uma alternativa viável para redução de custos e sustentabilidade ambiental (CUNHA et al., 
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2016). Com isso, pesquisas para seleção de rizóbios eficientes e competitivos com as 

estirpes nativas, tornam-se necessárias para os programas de recuperação de áreas degradadas 

como também para o desenvolvimento sustentável da produção agrícola (BIDLACK; RAO; 

DEMEZAS, 2001; RUFINI et al., 2014; FERNANDES e QUEIROZ, 2018). 

A estirpe Bradyrhizobium sp. (BR 4406), foi aprovada pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) para utilização como inoculante para a espécie E. 

contortisiliquum (BRASIL, 2011). Entretanto, estudos desenvolvidos com essa estirpe, têm 

apresentado baixa eficiência da inoculação em mudas de E. contortisiliquum (SOUSA et al., 

2013; JESUS et al., 2014). O presente estudo teve como objetivo avaliar a diversidade 

genética de rizóbios isolados de nódulos de Enterolobium contortisiliquum oriundos de solos 

do Semiárido pernambucano. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Avaliar a diversidade genética de rizóbios isolados de nódulos de Enterolobium 

contortisiliquum (Vell.) Morong., oriundos de solos do Semiárido pernambucano. 

 

2.2 Específicos 

 

● Isolar rizóbios de nódulos radiculares de Enterolobium contortisiliquum; 

● Avaliar a diversidade genética dos isolados bacterianos por meio das análises 

moleculares: Duplex-PCR, BOX-PCR, Análise de Restrição de DNA Ribossomal 

Amplificado (ARDRA) e o Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA; 

● Estruturar uma coleção de rizóbios associados a Enterolobium contortisiliquum 

(Vell.) Morong., oriundas de diferentes solos do Semiárido pernambucano. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Caracterização e diversidade do Semiárido brasileiro 

 

O Semiárido brasileiro é o mais extenso da América do Sul, ocupando uma área 

de 980.000 km
2
 (KIILL et al., 2013; GUSMÃO et al., 2016). A região é formada por 1.135 

municípios distribuídos por nove estados, incluindo Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, 

Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte, Sergipe e parte do norte de Minas Gerais 

(CASTRO; CAVALCANTE, 2011; SIQUEIRA FILHO, 2012; ARAÚJO FILHO, 2013). 

No território do Semiárido brasileiro, a ocorrência de chuvas é inconstante e se dá 

entre os meses de janeiro e maio, com volume de chuvas oscilando entre 250 a 800 mm/ano 

(MAIA, 2012). Essa variação, resulta em alterações constantes no balanço hídrico. Além 

disso, quando os níveis de temperatura são elevados a evaporação aumenta e faz com que o 

solo retenha menos umidade, mesmo que os índices pluviométricos permaneçam constantes 

(CGEE, 2016). 

Em contrapartida, o Semiárido brasileiro é considerado um dos que dispõem de maior 

precipitação pluviométrica a nível mundial, sendo muito diverso em fauna, flora e ambientes 

(LIMA et al., 2016), A maior parte do seu território é ocupado pelo bioma exclusivamente 

brasileiro, a Caatinga, onde grande parte das espécies vegetais e animais são endêmicas 

(VOLTOLINI et al., 2019). 

A primeira definição científica da Caatinga foi dada em 1840: “Sylva aestu aphylla”, 

na qual foi destacado as suas principais características: vegetação arborescente lenhosa (sylva) 

e perda total das folhas (aphylla) durante a estação seca (aestu) (MARTIUS, 1996). O termo 

“Caatinga” é de origem Tupi-Guarani e tradicionalmente interpretado como Caa = mata e 

tinga = branca, em virtude da aparência da vegetação na estação seca, após a queda das folhas, 

deixando os seus troncos esbranquiçados (PRADO, 2003). 

A vegetação presente no bioma Caatinga é caracterizada por apresentar uma ampla 

variedade de fisionomia, podendo variar de plantas herbáceas até árvores de grande porte. 

Essa pluralidade está relacionada as condições ambientais em que a vegetação está inserida, 

como o regime de chuvas, temperatura, luminosidade, tipo de solo, dentre outros (SERAFIM 

FILHO, 2014). Várias nomenclaturas são adotadas para se referir à Caatinga, como: Agreste, 

Sertão, Cariri, Seridó e Carrasco (ARAÚJO FILHO, 2013). 

O bioma Caatinga apresenta dominância de formações xerófilas, que são plantas que 



18 
 

dispõem de formas adaptativas marcantes associadas ao estresse hídrico e às altas 

temperaturas (VOLTOLINI et al., 2019). Uma característica predominante das espécies 

vegetais desse bioma, é a queda de folhas na estação seca, o que diminui a perda de água pelo 

processo de transpiração. 

Outras características que podem ser observadas é a presença do bom 

desenvolvimento do sistema radicular, o qual facilita a captação de água no solo e a adaptação 

das folhas em forma de espinhos ou acúleos (LEAL et al., 2003; DE SOUSA; SOBRINHO, 

2016). 

Apesar de possuir essa grande riqueza em flora e fauna, a Caatinga brasileira vem 

apresentando uma constante degradação da sua biodiversidade, sendo considerado o terceiro 

bioma mais degradado do país (MAPBIOMAS, 2022). De acordo com as pesquisas do 

Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), em seu Programa de Monitoramento do 

Desmatamento por Satélite (PRODES), no período de 2000 a 2016 o bioma Caatinga 

apresentou um desmatamento acumulado de 354.354 km
2
, o que corresponde a 41,09% da sua 

área total. Nos anos de 2017 a 2021 houve um acréscimo de 13.262 km
2
, o que totaliza 

42,63% de área total degradada (INPE, 2022). 

Esses resultados estão associados, em parte, ao processo de degradação e alteração da 

cobertura florestal pelo emprego de atividades antrópicas inadequadas (REFATI et al., 2020), 

colocando em risco o funcionamento do ecossistema. Na perspectiva da preservação, foi 

instituído o Código Florestal, Lei 12.651/2012, no qual estabelece que todo imóvel rural 

situado no bioma Caatinga deve preservar 20% da sua vegetação nativa. Entretanto, mesmo 

com a implantação da Lei, o crescimento das áreas agrícolas nesses biomas não para 

(MARTINS e RANIERI, 2014). 

Dentre as atividades antrópicas que causam degradação do bioma Caatinga e 

consequente perda de biodiversidade, tem-se o desmatamento, uma prática frequente em que a 

vegetação nativa é derrubada para servir de energia para indústrias, como cerâmicas, olarias e 

gesseiras (ALTHOFF et al., 2018; REFATI et al., 2020). As áreas desmatadas também dão 

espaço ao plantio e à pecuária, muitas vezes de maneira inadequada, com o uso intensivo de 

adubos químicos, manejo impróprio da irrigação e adoção de pecuária extensiva, fazendo uso 

da terra acima da sua capacidade de suporte (ALTHOFF et al., 2018). Como consequência, 

essas atividades contribuem para a perda de fertilidade dos solos, salinização e desertificação 

dos solos do bioma e a sua fauna e flora (CASTRO; SANTOS, 2020). 

Embora a Caatinga seja reconhecida como um dos biomas brasileiros mais ameaçados, 

poucos esforços são desenvolvidos para a sua conservação. Tendo em vista a sua importância 
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e o seu elevado número de espécies endêmicas, é indispensável a preservação e conservação 

dessa área, com a adoção de iniciativas dedicadas ao desenvolvimento sustentável do bioma 

(FERNANDES; QUEIROZ, 2018). 

 

3.2 Família Fabaceae e sua importância no Semiárido brasileiro 

 

O bioma Caatinga é reconhecido por sua diversidade em sua flora, representada por, 

no mínimo, 962 gêneros, 153 famílias e 3.347 espécies (FERNANDES et al., 2020). Dentre as 

famílias presentes nesse bioma, a Fabaceae, também denominada Leguminosae é um 

importante grupo taxonômico botânico, considerado o de maior representatividade no Brasil, 

com 2.807 espécies distribuídas em quase todos os biomas do país (LIMA et al., 2013). Além 

disso, é uma das maiores famílias em termos de diversidade florística da Caatinga, com 617 

espécies registradas (ZAPPI et al., 2015). 

A família Fabaceae é dividida em três subfamílias: Papilionoideae (Faboideae), 

Caesalpinioideae e Mimosoideae e possui uma distribuição cosmopolita com espécies 

herbáceas, arbustivas, arbóreas e lianas (RODRIGUES; MACHADO, 2006). A 

Papilionoideae é, dentre elas, a maior subfamília, ocorrendo nodulação com a maioria dos 

gêneros (SPRENT; PARSONS, 2000). 

A Mimosoideae é a segunda maior subfamília da Fabaceae, compreende quatro tribos 

(Mimoseae, Mimozygantheae, Acacieae e Ingeae), mundialmente representada por cerca de 

3.270 espécies e 82 gêneros (LEWIS et al. 2005), sendo a maioria arbóreas tropicais, 

subtropicais e temperadas. No Brasil, está representada por aproximadamente 824 espécies e 

37 gêneros (LIMA et al., 2014). E a subfamília Caesalpinioideae é considerada a mais 

primitiva e a primeira a evoluir (HERENDEEN, 1992; SPRENT e PARSONS, 2000). Essa 

subfamília tem menos membros nodulares, compreendendo aproximadamente 25% dos 

membros desse grupo (LEWIS et al., 2005). 

Por apresentar grande diversidade morfológica, as espécies pertencentes à família 

Fabaceae também são reconhecidas por apresentar diferentes formas de uso pela população 

brasileira. Destaca-se o uso para alimentação humana e animal, na medicina popular, produtos 

aromáticos, produção de forragem, como adubação verde, plantas de cobertura, celulose e 

papel, carvão, cercas vivas, sistemas agroflorestais, na construção civil e em rituais religiosos 

(SAMPAIO et al., 2005; ZAPPI et al., 2015). 

As plantas pertencentes à família Fabaceae também são empregadas em projetos de 

recuperação de áreas degradadas em todo o mundo (DA SILVA et al., 2016). Algumas plantas 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.553223/full#B71
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desta família apresentam fatores que as tornam fundamentais para essa finalidade, como o 

fácil estabelecimento no campo, sistema radicular profundo, crescimento rápido, elevada 

produção de biomassa, altos teores de nitrogênio (N) e fósforo (P) na biomassa, biomassa de 

fácil decomposição, tolerância às condições adversas de solo e clima, e principalmente 

capacidade de estabelecer simbiose com rizóbios (DRUMOND et al., 2004; COSTA e 

DURIGAN, 2010; CHAER et al., 2011). 

A relação simbiótica entre leguminosas e rizóbios é uma atividade significativa para a 

produção agrícola e sistemas naturais, por exemplo nos plantios de frutíferas, onde espécies 

leguminosas são usadas para suprir a demanda de nitrogênio (PAULA et al., 2018; SILVA et 

al., 2020). De acordo com Espindola et al. (2006), o uso das leguminosas que apresentam 

elevado potencial de fixação biológica de nitrogênio e de produção de biomassa, como adubos 

verdes, proporciona economia na produção com fertilizantes químicos e contribui para o 

manejo ecológico da produção. 

Essa associação é benéfica para ambas. Para as plantas é fornecida uma maior 

quantidade de nitrogênio, enquanto que as bactérias são beneficiadas com compostos que 

servirão como fontes de energia para o seu desenvolvimento. Apesar dos benefícios dessa 

associação, as leguminosas variam entre altamente específicas ou altamente promíscuas, 

podendo estabelecer simbiose com apenas uma espécie de bactéria ou com diferentes gêneros 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

 

3.2.1 Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. 

 

Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong., é uma árvore nativa do Brasil que está 

presente nos biomas Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Pampa e Pantanal. A sua ocorrência 

já foi confirmada na região Nordeste (Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Piauí, e Rio 

Grande do Norte), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goiás, Mato Grosso do Sul, e Mato 

Grosso), Sudeste (Espírito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, e São Paulo), e no Sul 

(Paraná, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (MORIM et al., 2020). A presença dessa espécie 

também já foi confirmada em outros países da América do Sul, como Colômbia, Peru, 

Uruguai, Paraguai, Bolívia e Argentina (MILNITSKY et al., 1997; BACKES e IRGANG, 

2009; MARTÍNEZ ALCÁNTARA et al., 2020). 

Enterolobium contortisiliquum é conhecida popularmente como tamboril, orelha-de- 

macaco, orelha-de-negro, timbaúba, timbó, tambaré, timbaúva, ximbó e pacará (LORENZI, 

2002; LEAL et al., 2017; MORIM et al., 2020), pertence à família Fabaceae, subfamília 
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Mimosoideae, e está incluída na série de clímax do grupo sucessional que demanda de luz 

(OLIVEIRA-FILHO et al., 1995). A espécie é classificada como caducifólia, heliófila, de 

rápido crescimento, podendo atingir cerca de 30 m de altura e 1,60 m de diâmetro. É pouco 

comum em florestas primárias, concentra-se majoritariamente em solos úmidos e é 

encontrada com mais frequência em capoeiras com estágios mais avançados de sucessão 

secundária (CORREIA, 1984; LORENZI, 2016). 

Os frutos dessa espécie são lisos, brilhantes, indeiscentes e marrom-escuros, enquanto 

as sementes são duras, ovais e marrons (BARRETTO e FERREIRA, 2011). A produção de 

vagens começa em maio, amadurecem e caem entre agosto e novembro, durante a estação 

seca (LORENZI, 2008). As sementes de E. contortisiliquum possuem propriedades 

medicinais, sendo identificadas como inibidoras de proteinases de origem vegetal eficazes 

contra as células do câncer gástrico (PAULA et al., 2012). 

Além disso, E. contortisiliquum é descrito como uma leguminosa com ampla utilidade 

(LORENZI, 2008). Adequada para o paisagismo em grandes espaços, utilização como 

forragem, apicultura, produção de lenha, fabricação de brinquedos, laminados, compensados, 

artesanato e telhados (BACKES e IRGANG, 2009; DE MUÑIZ e MARCHIORI, 2009; 

LORENZI, 2016). No Brasil, estudos evidenciam a importância socioambiental de 

Enterolobium contortisiliquum (MOREIRA et al., 1998; MIGUEL e MOREIRA., 2001; 

FERREIRA et al., 2012; JESUS et al., 2014; SILVA et al., 2021). 

Uma característica marcante de E. contortisiliquum é a sua capacidade de rápida 

regeneração, o que a torna muito utilizada na recuperação de áreas degradadas com solos 

pobres de preservação permanente em plantios mistos (LEITE et al., 2017). O sucesso do 

estabelecimento inicial dessa árvore está relacionado à captura e ao uso de recursos primários,  

como luz e nutrientes (SÃO PAULO, 2011). 

Estudos relataram que o sistema radicular dessa planta é caracterizado por sua 

profundidade e por apresentar tolerância ao excesso de metais pesados em um solo 

contaminado por mineração de ouro, acidez do solo e estresse de temperatura (FRANCO et 

al., 1992; RANGEL et al., 2014). Além disso, Silva et al. (2011) verificaram que o E. 

contortisiliquum possui tendência de armazenar o cobre nas raízes e não o transportar para a 

parte aérea, o que resulta em baixas doses de cobre no solo. 

Em um estudo conduzido por Fauerharmel (2014), em Santa Maria-RS, mudas de E. 

contortisiliquum foram submetidas a diferentes substratos e lâminas de irrigação. Todas as 

mudas apresentaram 100% de sobrevivência. Os resultados demonstram que E. 

contortisiliquum apresenta potencial de uso em projetos de recuperação de áreas degradadas, 

https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1470160X21001163?via%3Dihub&b0050
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004101011930409X#bib16
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principalmente por ser resistente a áreas com solos degradados e déficit hídrico, além de ter 

uma alta capacidade de brotação após a mortalidade do caule. 

Silva et al. (2021) avaliaram o crescimento em altura, diâmetro e taxa de sobrevivência 

de mudas de E. contortisiliquum e  Mimosa caesalpiniifolia inoculadas com Azospirillum 

brasilense e sem inoculação, em área degradada de mineração no município de Itaporanga 

d’Ajuda (SE). Esses autores observaram que E. contortisiliquum obteve uma alta 

sobrevivência das mudas, sendo recomendada para recuperação de áreas degradadas por 

mineração. 

Além de ser utilizada na recuperação de áreas degradadas, E. contortisiliquum é uma 

espécie promissora para utilização na arborização urbana, a consolidação de encostas dos 

rios e hábitat para a fauna silvestre (MARTINS, 2009). Além disso, E. contortisiliquum é 

conhecida por estabelecer simbiose eficiente com bactérias fixadoras de nitrogênio 

(MOREIRA et al., 2010; SOUSA et al., 2013; e JESUS et al., 2014). 

Em solos tropicais, essencialmente no Brasil, pesquisas identificaram que o gênero 

Paraburkholderia, é comumente encontrado em nódulos de espécies de alguns membros da 

subfamília Mimosoideae (Mimosa spp.), na qual está inserida E. contortisiliquum 

(BONTEMPS et al., 2010; BOURNAUD et al., 2013; DIAS et al., 2021; SOARES NETO et 

al., 2022). 

Outras pesquisas demonstraram a capacidade de espécies de leguminosas arbóreas de 

associarem-se com rizóbios nativos do Semiárido brasileiro, incluindo sabiá (Mimosa 

caesalpiniifolia Benth.) nodulada por Burkholderia, leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) 

de Wit), jurema-preta (Mimosa tenuiflora) e mulungu (Erythrina velutina Willd.) (DOS REIS 

JUNIOR et al., 2010; DA SILVA et al., 2016; DA SILVA et al., 2017; MENEZES et 

al., 2017; DIAS et al., 2021). Contudo, pouco ainda se sabe sobre as características, 

diversidade e eficiência de seus microssimbiontes. 

Patreze e Cordeiro (2005), examinando os efeitos da inoculação com rizóbio e 

micorriza e da fertilização com nitrogênio e fósforo (P) no crescimento inicial de leguminosas 

arbóreas brasileiras, observaram que a nodulação foi relativamente alta em E. 

contortisiliquum e Lonchocarpus muehlbergianus, quando comparadas com as outras espécies 

estudadas. Esses resultados evidenciam que essas espécies apresentam vantagens para se 

estabelecer em solos com baixos níveis de nitrogênio. 

Estudos que avaliam a ocorrência e eficiência de populações de bactérias fixadoras de 

nitrogênio que formam simbiose com leguminosas arbóreas, podem fornecer informações 

importantes quanto à existência de estirpes nativas eficientes. Essas bactérias poderão ser 
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isoladas e selecionadas para potencial uso como inoculantes, especialmente em ecossistemas 

tropicais, onde os solos, geralmente, apresentam elevadas temperaturas, pH ácido e baixa 

disponibilidade de nutrientes (NOVAIS et al., 2007). 

A estirpe Bradyrhizobium sp. (BR 4406) foi aprovada pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) para uso como inoculante em E. contortisiliquum (Brasil, 

2011). No entanto, estudos verificaram baixa eficiência dessa estirpe em mudas de E. 

contortisiliquum (SOARES e RODRIGUES, 2008; SOUSA et al., 2013; JESUS et al., 2014). 

Porém, em estudo conduzido por Fernandes et al. (2017), em uma área degradada no 

município de Santa Luz-PI, foi verificado que a estirpe Bradyrhizobium sp. (BR 4406) foi 

benéfica para o estabelecimento e crescimento de mudas de E. contortisiliquum. 

Assim, torna-se necessária a busca por estirpes nativas eficientes em E. 

contortisiliquum que possam ser utilizadas na produção de mudas mais saudáveis e com maior 

probabilidade de sucesso no campo. 

 

3.3 Fixação biológica de nitrogênio 

 

A disponibilidade de nutrientes no solo limita a dinâmica dos ecossistemas terrestres e 

a produtividade agrícola. O nitrogênio (N), por exemplo, é um constituinte dos ácidos 

nucléicos e de proteínas, sendo moléculas importantes para todos os processos biológicos das 

plantas, como na formação de raízes, fotossíntese, produção e translocação de 

fotoassimilados, na respiração e na taxa de crescimento entre folhas e raízes. 

Consequentemente, a ausência desse macronutriente, torna-se um fator limitante em sistemas 

agrícolas e naturais. 

O ciclo biogeoquímico do N é considerado o segundo processo biológico mais 

importante do planeta, depois da fotossíntese (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O nitrogênio é 

apontado como o quinto elemento mais abundante no universo, perdendo em quantidade 

apenas para hidrogênio, hélio, oxigênio e neônio (HILY-BLANT et al., 2010). Na atmosfera, 

o nitrogênio apresenta-se com uma proporção estimada entre 76 e 78% na forma de 

dinitrogênio (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). 

Apesar da alta disponibilidade na natureza, os vegetais não conseguem realizar 

assimilação direta desse nutriente na forma de N2, em virtude da alta estabilidade da 

molécula, com a presença de uma tripla ligação covalente que une os dois átomos de 

nitrogênio (REIS et al., 2005). 

Todavia, quatro principais fontes são utilizadas pelas plantas para assimilação do 
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N, sendo elas: o solo, a fixação não biológica, fertilizantes nitrogenados e a fixação biológica 

de nitrogênio atmosférico (N2) (HUNGRIA et al., 2007). No solo, o nitrogênio disponível 

advém da decomposição/mineralização da matéria orgânica, que pode ser esgotada após 

alguns cultivos. A fixação não biológica é resultante de processos naturais, como as reações 

de descargas elétricas com o N2, a combustão e o vulcanismo. 

Os fertilizantes nitrogenados são produzidos industrialmente a partir da transformação 

do N2 em amônia (NH3) e representam a forma mais rápida de assimilação do nutriente pelas 

plantas. Entretanto, o uso desses fertilizantes encarece os sistemas produtivos pelo seu alto 

custo (HUNGRIA et al., 2007). O uso de fertilizantes nitrogenados quando é intensivo e 

irregular pela sua alta mobilidade no solo, pode ser facilmente perdido por lixiviação e não 

absorvido pelas plantas, além da possibilidade de contaminação do lençol freático (HARDY, 

1968; DUQUE et al. 1985). 

A Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) é um processo que traz benefícios para os 

sistemas agrícolas, tanto do ponto de vista ambiental quanto econômico, uma vez que pode 

suprir parcial ou totalmente a necessidade de aplicação de nitrogênio sintético nas lavouras e, 

consequentemente, favorece um ecossistema em equilíbrio (SANTACHIARA et al., 2017; 

DOS SANTOS BRANCO e JUNIOR, 2022;  GOYAL;  SCHMIDT;  HYNES, 2021). A 

FBN é o 

principal processo de entrada de nitrogênio nas cadeias alimentares, o que ressalta 

ainda mais a importância ecológica desse processo nos ambientes naturais. 

Nos ecossistemas terrestres, estima-se que cerca de 175 milhões de toneladas de 

nitrogênio atmosférico são fixadas por ano pelo processo de FBN (MOREIRA e SIQUEIRA, 

2002). Como exemplo, na produção de soja no Brasil, resultados demonstram que o processo 

de FBN foi capaz de aumentar 8% na produção de grãos com a inoculação anual, sem a 

necessidade de suplementação com fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA e MENDES, 2015). 

As bactérias diazotróficas, responsáveis pela fixação biológica de nitrogênio, podem 

ser classificadas em três grandes grupos: diazotróficas de vida livre, associativas/endofíticas e 

simbióticas (EVANS e BURRIS, 1992). A FBN realizada por organismos de vida livre é 

caracterizada como uma vantagem evolutiva, pois não requer a especificidade necessária para 

estabelecer relações internas com plantas. Neste caso, a colonização nas raízes das plantas não 

é necessária, e essas bactérias heterotróficas, requerem apenas um ecossistema capaz de lhe 

disponibilizar uma fonte de carbono utilizável (MOREIRA et al., 2010). 

Nas diazotróficas associativas, as bactérias contribuem para o desenvolvimento das 

plantas, fornecendo-lhes nitrogênio, mas sem a necessidade de infecção. O grupo de 
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diazotróficos associativos é bem diverso e de acordo com Baldani et al. (1997), este ainda 

pode ser dividido em endofíticos facultativos, que podem colonizar tanto a rizosfera como o 

interior das raízes, e os endofíticos obrigatórios, que colonizam o interior das raízes. 

As bactérias diazotróficas associativas já foram relatadas em várias culturas, como 

arroz, milho, melão, sorgo, trigo, cana-de-açúcar e gramíneas forrageiras (RODRIGUES et 

al., 2006; SALA et al., 2008; FRACETTO et al., 2019; SEIDO et al., 2019; BONFIM 

et al., 2020; SCUDELETTI et al., 2023). Como grupo predominante nos diazotróficos 

endofíticos pode ser citado os gêneros Azoarcus, Klebsiella, Serratia, Bacillus, Azospirillum, 

Herbaspirillum e Pseudomonas (MONTEIRO, et al., 2012; VARGAS et al., 2012). 

Além do fornecimento de nitrogênio, as bactérias diazotróficas associativas 

contribuem na aquisição de outros nutrientes, como fósforo e ferro (SINGH et al., 2018), 

sintetizam e fornecem fito hormônios vegetais, incluindo auxinas, citocininas e giberelinas 

(SINGH et al., 2018; GLICK, 2020). Esses fitohormônios em baixas quantidades, atuam na 

regulação de crescimento das plantas, influenciando os seus processos fisiológicos 

(PEIXOTO NETO et al., 2002; DOBBELAERE et al., 2003). 

O grupo das bactérias simbióticas habitam o solo e estão disponíveis em grande 

quantidade e diversidade, podendo contribuir com altas quantidades de nitrogênio para as 

plantas através de relações mutualistas (SANTACHIARA et al., 2017; CIAMPITTI; 

SALVAGIOTTI, 2018; EMBRAPA, 2019). Essa relação ocorre porque esses microrganismos 

possuem um complexo enzimático nitrogenase, capaz de realizar a quebra da ligação tripla do 

N2, usando energia celular na forma de adenosina trifosfato (ATP). Dessa forma, ocorre a 

redução do nitrogênio atmosférico para a forma inorgânica combinada NH3 assimilável pelas 

plantas (REIS e TEIXEIRA, 2005). 

As bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN) que estabelecem relação simbiótica com 

leguminosas (Fabaceae) instalam-se nos pelos radiculares e multiplicam-se rapidamente, 

formando nódulos resultantes da íntima interação entre bactéria/planta. Essa associação 

possibilita converter o nitrogênio atmosférico (N2) em amônia (NH3), que é fornecido para a 

planta hospedeira e utilizado para seu desenvolvimento (GOYAL et al., 2021). Durante o 

processo de nodulação, existem genes responsáveis pela comunicação química entre a 

bactéria simbionte e a planta hospedeira, denominados de genes de nodulação (nod). Os genes 

nod codificam as proteínas que dão origem aos fatores Nod, que são lipo-quito-

oligossacarídeos que desencadeiam o início do desenvolvimento do nódulo (YANG et al., 

2022). 

Para que essa associação aconteça são incluídos vários processos, como: o 
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reconhecimento de simbiontes, infecção e colonização das plantas pelas bactérias, formação 

dos nódulos radiculares e fixação do N2. Alguns métodos genéticos e moleculares são 

utilizados na identificação de organismos fixadores de N2 (VITOUSEK et al., 2013), como o 

reconhecimento dos principais genes envolvidos no processo de FBN (nod e nif), através 

da técnica PCR (polymerase chain reaction – reação em cadeia da polimerase) 

(SHAMSELDIN, 2013). 

O processo de simbiose, inicia-se com a liberação de exsudados pelas raízes de plantas 

leguminosas, dotados de compostos fenólicos conhecidos como flavonóides. Esses compostos 

podem ou não ativar a expressão dos genes nod na bactéria. Uma vez ativada, ocorre a 

produção e secreção de um conjunto de sinais moleculares chamados de fatores nod que 

podem provocar as respostas necessárias da planta para a infecção da raiz e desenvolvimento 

dos nódulos pelos rizóbios (LINDSTRÖM e MOUSAVI, 2020). 

Diversas espécies de bactérias pertencentes às subclasses α e β-proteobacteria já foram 

descritas como noduíferas em leguminosas. Entre as α-proteobactérias, encontram-se os 

gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium, 

conhecidos como os gêneros “clássicos” de rizóbios. Ainda na mesma subclasse, encontram-

se os gêneros “novos” de rizóbio: Ochrobactrum, Devosia, Aminobacter, Allorhizobium 

Microvirga, Methylobacterium, Phyllobacterium, Shinella e Neorhizobium (PEIX et al., 2015; 

ORMENO- ORRILLO et al., 2015). Na subclasse β-proteobacteria, estão classificados os 

gêneros de “novos” rizóbios Paraburkholderia e Cupriavidus (MOULIN et al., 2001; 

SAWANA et al., 2014; PEIX et al., 2015). 

Além de atuar na FBN, os rizóbios podem também promover o crescimento das 

plantas por meio de outros processos, como pela proteção das plantas aos danos causados pela 

produção de etileno em condições de estresses bióticos ou abióticos (GLICK, 2014), pois elas 

sintetizam a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase, que cliva o ACC, 

precursor imediato do etileno em todas as plantas superiores (SINGH et al., 2018; GLICK, 

2020). O etileno é um hormônio vegetal que pode inibir o alongamento das raízes, nodulação 

e transporte de auxinas, além de promover hipertrofias, senescência e abscisão de órgãos 

(SALEEM et al., 2007; YANG et al., 2009). 

Além disso, estudos apresentaram resultados positivos para inoculação e co-

inoculação de bactérias simbióticas (HUNGRIA et al., 2013; BARBOSA et al., 2022). A 

pesquisa de Barbosa et al. (2022) avaliaram a co-inoculação de rizóbios com Trichoderma e 

observaram que as plantas submetidas a este tratamento apresentaram diminuição da 

incidência de doenças, aumento da massa de raízes, número de nódulos, massa de nódulos, 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/nodule
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atividade de nitrogenase do nódulo, parte aérea, teor de nitrogênio e rendimento de grãos. 

Hungria et al. (2013), estudaram a ação combinada de rizóbios e inoculantes de 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas na produtividade de soja e feijão 

(Phaseolus vulgaris L.) durante um ano. A inoculação com Bradyrhizobium japonicum 

aumentou a produtividade da soja em média 222 kg ha
−1

 e a co-inoculação (Bradyrhizobium 

japonicum + Azospirillum brasilense) em sulco em média 427 kg ha
−1

. A co-inoculação das 

sementes com ambos os microrganismos resultou em um aumento médio de rendimento de 

420 kg ha
−1

 com maior produção de biomassa de nódulos e rendimento de grãos na soja em 

relação ao controle não inoculado. 

Ainda nessa pesquisa, a cultura do feijão com a inoculação das sementes com 

Rhizobium tropici aumentou a produtividade em 98 kg ha
−1

, enquanto a co-inoculação 

(Rhizobium tropici + A. brasilense) em sulco resultou no aumento de 285 kg ha
−1

. Esses 

autores concluíram que o tratamento inoculado produziu rendimentos equivalentes ao 

tratamento não inoculado. 

Os inoculantes são produtos que contém grandes quantidades de microrganismos vivos 

benéficos ao desenvolvimento de espécies vegetais, e os rizóbios foram os primeiros 

microrganismos utilizados como inoculantes (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). A 

inoculação de estirpes selecionadas e de comprovada eficiência é uma das alternativas mais 

viáveis, ecológica e economicamente, podendo alcançar produções equivalentes às obtidas 

com fertilizantes nitrogenados, além de diminuir o uso e o impacto causado por eles 

(DOBEREINER e DUQUE, 1980). 

A inoculação com rizóbios é indicada, geralmente, para ambientes nas seguintes 

condições: quando não existe rizóbios compatíveis, onde a população no solo é reduzida ou 

em ambientes que a comunidade nativa das bactérias diazotróficas possui baixa eficiência 

(LIU e MURRAY, 2016). Atualmente é um produto bastante indicado na agricultura, 

principalmente em culturas leguminosas, como soja e feijão. Entretanto, a produção de 

inoculantes para outras leguminosas e não leguminosas tem aumentado a fim de obter maior 

rendimento (SANTOS et al., 2019). 

Viabilizando a sustentabilidade e a segurança alimentar nos sistemas agrícolas dos 

trópicos, pesquisadores, organizações governamentais e agricultores vêm dando mais atenção 

ao manejo das bactérias fixadoras de nitrogênio, a associação entre leguminosas arbóreas e 

bactérias diazotróficas podem fornecer benefícios ecossistêmicos, como maior produção de 

biomassa, ciclagem de nutrientes e maior fixação de N2 (MEDINSKI e FREESE, 2012). 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/nodule
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/nodule
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3.4 Fixação biológica de nitrogênio em leguminosas arbóreas no Semiárido 

 

A simbiose entre leguminosas e rizóbios representa um importante papel no bioma 

Caatinga, pois melhoram a produtividade das plantas (PEREYRA et al., 2015). Espécies 

nativas, frequentemente, obtém mais de 80% da sua necessidade de N por fixação 

simbiótica (TEIXEIRA et al., 2006; FREITAS et al., 2010; ANDREWS et al., 2011). 

Entretanto, não são todas as leguminosas que possuem capacidade de se associar com as 

bactérias fixadoras, variando de acordo com as subfamílias, gêneros e espécies (ALLEN e 

ALLEN, 1981; SPRENT, 1995). Normalmente, uma leguminosa pode se associar com uma 

quantidade limitada de espécies de rizóbios (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; LIU e 

MURRAY, 2016;). 

Na região Semiárida, as leguminosas que conseguem se associar de maneira 

eficiente com bactérias fixadoras de nitrogênio obtêm mais da metade de seu N por meio da 

FBN (ANDREWS et al., 2011). Nascimento (2013) avaliou a contribuição da FBN na 

nutrição de mudas de duas leguminosas arbóreas, leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) de 

Wit.) e a sabiá (Mimosa caesalpiniifolia Benth.), cultivadas em solos do Semiárido nordestino 

e verificaram contribuições de até 99%. 

Apesar da importância, são escassas as informações sobre a fixação biológica de 

nitrogênio em leguminosas arbóreas nos solos do Semiárido brasileiro, especialmente em 

leguminosas nativas (FREITAS et al., 2010; NASCIMENTO, 2013; MARTINS et al., 2015; 

DA SILVA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018; DIAS et al., 2021). Por outro lado, essa 

temática é amplamente explorada para as espécies de interesse agronômico como soja 

(HUNGRIA et al., 2006) e feijão-caupi (LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006; 

ALMEIDA et al., 2010; COSTA et al., 2011; SEIDO et al., 2019; SENA et al., 2020). 

Martinez Alcantara et al. (2020), estudando a diversidade de bactérias endofíticas em 

leguminosas arbóreas da Argentina, identificaram um microrganismo fixador de nitrogênio 

nos nódulos de Enterolobium contortisiliquum, o Bradyrhizobium lianonginese. Entretanto, 

esses autores afirmam que não há muitos relatos sobre essa espécie na literatura. No Brasil, 

Trannin et al. (2001) identificando plantas tolerantes a áreas degradadas por excesso de metais 

pesados, identificaram a tolerância de E. contortisiliquum a essas áreas como também 

identificaram nos nódulos de Enterolobium contortisiliquum, um microrganismo fixador de 

nitrogênio nos nódulos dessa espécie, o Bradyrhizobium. 

Estudos mostram que solos tropicais possuem comunidades nativas de rizóbios com 

alta diversidade e eficiência variada (LIMA et al., 2009; AZARIAS GUIMARÃES et al., 
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2012; COELHO et al., 2018). Essa grande variabilidade encontrada entre as estirpes de 

comunidades nativas se deve, em grande parte, a submissão delas a inúmeros estresses e 

interações naturais, em virtude dos fatores edafoclimáticos (DA SILVA et al., 2016; 

SANTACHIARA; SALVAGIOTTI; ROTUNDO, 2019). Dessa forma, tornam-se fonte de 

variabilidade genética na busca de linhagens que possam ser utilizadas como inoculantes. 

 

3.5 Técnicas de biologia molecular para analisar a diversidade de bactérias 

fixadoras de nitrogênio 

 

Constantemente são descobertas novas espécies de bactérias capazes de nodular 

leguminosas. Isso ocorre devido, principalmente, a alguns fatores, tais como: uso de 

ferramentas de biologia molecular para caracterização da diversidade e identidade genética de 

procariotos; levantamento da diversidade feito em áreas pouco exploradas; ascensão do 

estudo em leguminosas nativas. Dessa forma, espécies de bactérias são realocadas e novos 

táxons são descritos para acomodar novas estirpes. Esses fatores juntos fazem com que a 

taxonomia esteja em frequente alteração (LEITE, 2015; OREN e GARRITY, 2021). 

A diversidade e riqueza das bactérias diazotróficas podem ser estudadas por diferentes 

formas, como a utilização da técnica de biologia molecular, que possibilita o estudo dos 

microrganismos pela detecção de ácidos nucléicos de maneira muito precisa (ANDREOTE et 

al., 2009; PATEL e ARCHANA, 2017). Essas técnicas permitem a identificação de rizóbios 

em nível genético, linhagem, gênero, espécie ou níveis superiores (MOURA et al., 2020). 

A Polymerase Chain Reaction (PCR) é uma técnica muito sensível, possibilitando a 

amplificação do DNA a partir de uma quantidade mínima de amostras. A técnica permite à 

amplificação “in vitro” de partes definidas do DNA obtendo várias cópias de um determinado 

segmento de ácido desoxirribonucleico. Consiste em uma reação catalisada por uma enzima 

termoestável: a DNA polimerase e componentes como desoxirribonucleotideos (dNTP’s) e 

primers ou oligonucleotídeos. A PCR é processada automaticamente em um aparelho 

termociclador programado para a realização de ciclos repetidos de três etapas: desnaturação, 

anelamento e extensão. 

O duplex-PCR é um protocolo adaptado por Fernandes Júnior et al. (2013) que 

possibilitou a amplificação simultânea dos genes nifH e nodC, que são considerados os 

principais genes envolvidos no precesso de FBN (SHAMSELDIN, 2013). Esse protocolo 

contribuiu para a redução do trabalho e do tempo gasto com a autenticação das bactérias 

isoladas de nódulos das coleções de culturas. Além disso, apresenta vantagem sobre a detecção 
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de um único amplicon, pois reduz o custo das reações e maximiza a utilização dos 

equipamentos possibilitando o teste de um maior número de isolados ao mesmo tempo. 

O gene nodC está envolvido na constituição da molécula lipo-quito-oligossacarídeos, 

responsáveis pelo processo de nodulação (KAMST et al. 1997). O gene nifH codifica a 

subunidade nitrogenase redutase do complexo enzimático da nitrogenase, enzima responsável 

pela conversão do N2 em amônia (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). O nifH é bastante 

utilizado em estudos de filogenia entre os Rhizobium, pois diversas espécies já foram 

catalogadas com essas sequências para possíveis comparações (SHAMSELDIN, 2013). 

Em pesquisa realizada por Silva et al. (2019), foi desenvolvido uma abordagem 

simples de duplex-PCR para a amplificação de genes simbióticos. Os autores verificaram 

amplificação positiva em diversos rizóbios, tanto alfa como beta-rizóbios, indicando a 

abordagem como eficaz na seleção preliminar de rizóbios. 

Em estudos com alta diversidade de rizóbios, os marcadores moleculares de 

fingerprint são fundamentais e frequentemente utilizados para identificar linhagens de 

bactérias em uma coleção. Os principais marcadores de fingerprint utilizados para caracterizar 

grandes coleções de rizóbios são: REP-PCR (MISHRA et al., 2012), ERIC-PCR (RASHID et 

al., 2012), BOX-PCR (ROUWS et al., 2014), RAPD (VAN CAUWENBERGHE et al., 2014), 

(GTG)5 (DE MEYER et al., 2015) e ARDRA (REIS JUNIOR et al., 2004). Esses marcadores 

conseguem identificar sequências repetidas de DNA (rep-PCR) dentro do genoma da bactéria. 

Após uma PCR é gerado um perfil composto por fragmentos de DNA (bandas) de diversos 

tamanhos, que pode ser visualizado em gel de agarose (LEITE et al., 2015). 

A técnica de BOX-PCR é capaz de diferenciar estirpes muito próximas dentro das 

espécies de rizóbios, pois permite avaliar a amplificação das sequências repetidas no genoma 

bacteriano (STOCCO et al., 2008). Os primers BOX geram impressões digitais (fingerprints) 

mais robustas, produzindo padrões de fragmentos mais diversos. Adicionalmente, sua 

metodologia é de fácil compreensão e execução, rápida e de baixo custo (MISHRA et al., 

2015). 

A partir desta prévia classificação é possível fazer a seleção de representantes para 

serem utilizados em técnicas mais aprofundadas de filogenia, sem a necessidade de realizar a 

completa caracterização da coleção (VAN CAUWENBERGHE et al., 2014). A Análise de 

Restrição de DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), por exemplo, é uma técnica bastante 

utilizada e muito útil para fins de detecção de polimorfismo em fragmentos de DNA de 

bactérias. Para isso são utilizadas enzimas com habilidade de revelar polimorfismo nos 

fragmentos de DNA (REIS JUNIOR et al, 2004). 
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Outra forma mais aprofundada na identificação de linhagens bacterianas dentro de 

uma população de rizóbios é através da técnica de restrição do gene 16S rRNA 

(GUEFRACHI et al., 2013) ou do espaço intergênico 16S-23S (LI et al., 2012) são técnicas 

que geram perfis de fragmentos de DNA (bandas). O gene 16S rRNA é considerado um bom 

marcador filogenético porque conserva algumas regiões que são necessárias para identificar 

relações filogenéticas entre espécies distantes e também regiões mais variáveis, importantes 

para diferenciar espécies próximas (MOURA et al., 2020). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Solo: Origem, coleta e análise 

 

A coleta dos solos foi realizada em cinco cidades do estado de Pernambuco, em 

fevereiro de 2020. Na tabela 1 é apresentado a origem, classificação do solo, altitude, 

precipitação média anual, temperatura média anual, longitude, latitude e elevação dos locais 

de coleta dos solos. 

 
Tabela 1. Origem, classificação do solo, precipitação, temperatura anual e descrição da longitude, latitude e 

elevação dos locais de coleta dos solos. 

 
Município 

 
Classe de 

solo 

 
Altitude 

(m) 

 
Precipitação 

média anual 

(mm) 

 
Temp. 

média 

anual 

 
Coordenadas (UTM) 

     Long. Lat. Elevação 

 
Betânia 

 
Neossolo 

litólico 

 
429 

 
497 

 
28 ºC 

 
638880 

 
9106163 

 
600 m 

 
Parnamirim 

 
Luvissolo 

crômico 

 
392 

 
544 

 
26 ºC 

 
437036 

 
9106441 

 
360 m 

 

 

Santa Cruz 

 

 

Latossolo 

amarelo 

 

 

515 

 

 

502 

 

 

24,3 ºC 

 

 

349722 

 

 

9073428 

 

 

505 m 

 

Santa Maria 

da Boa 

Vista 

 

Argissolo 

amarelo 

 

407 

 

493 

 

28 ºC 

 

417972 

 

9038394 

 

343 m 

 
Serra 

Talhada 

 
Neossolo 

litólico 

 
444 

 
648 

 
23,8 ºC 

 
578955 

 
9126123 

 
536 m 

Fonte: Elaborada pela autora, 2023. - Temp. = temperatura; Long. = longitude; Lat. = latitude. 

 

Foram coletadas amostras de solo rizosférico em áreas de mata fechada nos cinco 

municípios. Essas amostras foram coletadas ao redor das raízes das leguminosas arbóreas 

presentes nessas áreas, correspondendo a uma área localizada geralmente entre 1 e 3 mm, de 

acordo com Hiltner (1904). Os solos coletados foram acondicionados em sacos de ráfia com 
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capacidade para 50 kg, levados para o Laboratório de Microbiologia do Solo da Embrapa 

Semiárido (LMS), em Petrolina-PE, e armazenados em câmara fria com temperatura de 4 ºC. 

A análise do solo foi realizada de acordo com a metodologia proposta pela Embrapa 

(1997). Uma amostra de cada solo com aproximadamente 200 g foi avaliada no Laboratório 

de Solos e Tecidos Vegetais da Embrapa Semiárido, para as seguintes análises: condutividade 

elétrica (CE), pH, carbono (C), fósforo (P), potássio (K), sódio (Na), cálcio (Ca
2+

), magnésio 

(Mg
2+

), alumínio (Al
3+

), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn) e zinco (Zn) (Tabela 3). 



 

 
 

34 
 

Tabela 2. Caracterização química das amostras de solo de cinco municípios no estado de Pernambuco. 

DETERMINAÇÃO 

Localidade C.E pH C P K Na Ca Mg Al H+Al SB CTC V Cu Fe Mn Zn 

 mS cm 
-
 1 - g kg 

-1
 mg dm 

-3
    cmol c dm 

-3
    %  mg dm 

-3
  

BETÂNIA 0,29 6,10 0 7,91 0,41 0,07 5,27 2,17 0 1,93 7,90 9,83 75,63 0,88 44,63 46,39 6,50 

PARNAMIRIM 0,61 6,60 0 59,98 0,52 0,08 6,73 2,43 0 1,60 9,77 11,37 81,03 0,62 29,57 26,19 3,50 

SANTA CRUZ 0,27 4,40 0 2,19 0,07 0,01 0,70 0,30 0,60 5,77 1,03 6,83 69,93 0,51 118,59 3,09 1,53 

SANTA MARIA 

DA BOA VISTA 

0,37 5,43 0 2,07 0,28 0,04 1,77 0,70 0,03 1,70 2,77 4,47 48,90 1,17 21,88 37,22 2,04 

SERRA 

TALHADA 

0,24 4,77 0 5,82 0,22 0,08 1,33 0,63 0,37 3,63 2,27 5,90 14,90 0,77 46,96 11,02 2,28 

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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4.2 Experimento para captura dos isolados utilizando Enterolobium contortisiliquum 

como planta-isca 

 

Para obtenção dos isolados, foi conduzido um experimento, em condições de viveiro, 

utilizando-se Enterolobium contortisiliquum como planta-isca, na Embrapa Semiárido, em 

Petrolina-PE. 

O experimento foi montado em vasos com solo com capacidade de 0,5 L. Previamente, 

os solos foram destorroados e peneirados em peneira com malha de 55 cm. As sementes de 

E. contortisiliquum foram obtidas do Laboratório de Sementes da Embrapa Semiárido. Antes 

do plantio, as sementes foram desinfestadas superficialmente com etanol 96% GL por 30 

segundos, hipoclorito de sódio comercial a 1% (v/v) por 5 minutos, seguidas por dez lavagens 

em água destilada estéril (ADE). Em seguida, foram levadas para o viveiro para fazer a 

semeadura (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Experimento para para captura dos isolados utilizando Enterolobium contortisiliquum como planta-

isca. A) Sementes de Enterolobium contortisiliquum. B) Vasos de 0,5 L com as sementes plantadas nos 

diferentes solos de Pernambuco. C) Início da germinação das sementes. D) Desbaste das mudas. 

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com seis 

repetições para cada solo, totalizando 30 vasos. Quatro sementes foram semeadas por vaso. 

As plantas receberam água conforme necessário. O desbaste foi realizado 15 dias após o 

plantio, deixando-se uma planta por vaso. A coleta do experimento foi realizada aos 95 dias 

após o plantio. As plantas foram retiradas dos vasos e as raízes separadas da parte aérea. As 

raízes foram lavadas em água corrente e os nódulos foram destacados para posterior 

desinfestação e isolamento das bactérias. 

 

4.3 Isolamento, purificação e estoque dos isolados bacterianos 

 

Na perspectiva de minimizar qualquer alteração nas amostras, no mesmo dia em que 

os nódulos foram coletados, iniciou-se o processo de isolamento e purificação. 

Em capela de fluxo laminar os nódulos foram desinfestados superficialmente em 

etanol comercial (96% v/v por 30 segundos) e em hipoclorito de sódio comercial (2,5% v/v 

por 5 minutos), seguidos por 10 lavagens em água destilada estéril (ADE) (DA COSTA et al., 

2014). Após a desinfestação, com uma pinça esterilizada por flambagem, os nódulos foram 

espremidos em placas de Petri contendo meio YMA (Yeast Manitol Agar) composto por 

manitol (fonte de carbono), extrato de levedura (fonte de nitrogênio) e sais minerais (FRED e 

WAKSMAN, 1928; VINCENT, 1970). Azul de bromotimol foi adicionado como indicador 

de pH. O pH do meio YMA ficou entre 6,8 a 7,0. Em seguida, foram armazenadas na sala de 

incubação com temperatura ambiente. 

De acordo com o crescimento de cada isolado (lento, intermediário e rápido), ao surgir 

colônias isoladas, estas foram transferidas para novas placas de Petri contendo meio de 

cultura YMA, com azul bromotimol. Foram realizadas sucessivas repicagens até a obtenção 

de culturas puras. 

Ao obter as colônias puras, cada amostra foi transferida da placa de Petri para tubo de 

ensaio em poliestireno, com auxílio de uma alça de níquel. Nesse tubo, foi adicionado 5 ml de 

YM, sem indicador. Em seguida, os tubos foram levados e mantidos sob agitação constante de 

120 rpm em mesa agitadora a temperatura ambiente, pelo tempo de crescimento adequado 

para cada estirpe (rápido, intermediário, lento), até o momento em que o meio de cultura passa 

de transparente para turvo. 

Para preservar os isolados, foi retirado 1 ml do meio líquido YM, com culturas de 

células, para centrifugar em microtubos tipo Eppendorfs a 10.000 g por três minutos. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado e adicionado ao precipitado 1 ml de ADE com 25% 
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(v/v) de glicerol que posteriormente foram armazenados em caixa no UltraFreezer a -80 ºC. 

 

4.4 Análises moleculares 

 

4.4.1 Extração de DNA das estirpes bacterianas 

 

Iniciou-se o processo de extração de DNA retirando uma alíquota da colônia de 

bactéria pura e colocadas para crescer em tubos de ensaio, com 5 ml de YM meio líquido sem 

indicador e mantidas sob agitação constante de 120 (rpm) pelo tempo de crescimento 

adequado para cada estirpe. 

O DNA foi extraído por meio de kit comercial para extração de DNA genômico (LGC 

Biotecnologia), de acordo com instruções do fabricante. Para verificação dos produtos da 

extração, o DNA foi corado com Diamond
TM

 Nucleic Acid Dye (Promega) na proporção de 

2:2 e aplicado ao gel de agarose a 1% na presença de tampão tris- bórico-EDTA (TBE) 0,5X 

em eletroforese horizontal com voltagem de 120 V por aproximadamente 30 minutos – 

Electrophoresis Power Suply (Loccus Biotecnologia, Brasil). Os géis foram visualizados em 

transluminador (Loccus Biotecnologia), acoplado ao fotodocumentador (Modelo UVDoc 

400i - Delpho Instruments), e fotografado com câmera digital (Canon EOS Rebel T5i). As 

amostras de DNA foram armazenadas em Freezer a -20 °C. 

 

4.4.2 Duplex–PCR: Amplificação simultânea dos genes simbióticos nifH e nodC 

 

Após a extração de DNA, cada estirpe foi analisada quanto à amplificação de 

fragmentos dos genes simbióticos nifH e/ou nodC de acordo com o protocolo estabelecido por 

Silva et al. (2019), o duplex-PCR. 

A amplificação do gene nifH, foi realizada com os iniciadores PolF 

(TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3’) e PolR (5’ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3’) 

(POLY et al., 2001). Para o gene nodC, foram utilizados os iniciadores NodCforBurk 

(CTCAATGTACACARNGCRTA) e NodCrevBurk (GAYATGGARTAYTGGYT) 

(ELLIOTT et al., 2007) como tentativa de amplificar um fragmento do gene em bactérias do 

gênero Paraburkholderia ou outros beta rizóbios, além dos os iniciadores NodCF 

(AYGTHGTYGAYGACGGTTC) e NodCR(I) (CGYGACAGCCANTCKCTATTG) para a 

amplificação de um fragmento interno ao gene nodC em alfa rizóbios (LAGUERRE et al., 

2001). 
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As reações de PCR resultaram em um volume final de 10 µL contendo: tampão de 

reação 1X, MgCl2 2,5 mM, dNTP 1,2 mM, Taq DNA polimerase 0,25 U, os iniciadores do 

gene nifH e nodC (0,75 µM) e água ultrapura autoclavada. As amostras de DNA (1 µL) 

foram adicionadas ao mix e levadas ao termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems) 

com as seguintes condições de amplificação: um ciclo de desnaturação inicial (5 minutos a 94 

ºC), 35 ciclos de desnaturação (1 minuto a 94 ºC), anelamento (45 segundos a 55 ºC), 

extensão (1 minuto a 72 ºC) e um ciclo de extensão final (10 minutos a 72 ºC). 

Os produtos da PCR foram corados com Diamond
TM

 Nucleic Acid Dye (Promega) na 

proporção de 2:2 e aplicado ao gel de agarose a 1% na presença de TBE 0,5X em eletroforese 

horizontal com voltagem de 120 V por aproximadamente 40 minutos - Electrophoresis Power 

Suply (Loccus Biotecnologia, Brasil). Os géis foram visualizados em transluminador (Loccus 

Biotecnologia), acoplado ao fotodocumentador (Modelo UVDoc 400i - Delpho Instruments), e 

fotografado com câmera digital (Canon EOS Rebel T5i). Para a estimativa dos tamanhos 

moleculares dos fragmentos, utilizou- se o marcador molecular 100 bp ladder/M1062 

(Sinapse Inc), foram identificados os isolados que apresentaram amplicons de nodC com 

aproximadamente 630-650 pb e nifH com 360 pb. Os isolados que mostraram amplificação 

positiva para os dois ou um dos dois genes avaliados (nifH e/ou nodC) foram selecionados 

para continuação das análises moleculares. 

 

4.4.3 BOX-PCR dos isolados 

 

Após selecionar as estirpes que apresentaram os genes nifH e/ou nodC foi realizado a 

análise do Box-PCR que é um “fingerprinting” molecular para identificar isolados idênticos. 

Utilizou-se o iniciador Box A1 (VERSALOVIC et al., 1994). As reações foram realizadas 

em termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems) para um volume final de 20 µL, 

utilizando: Buffer 1X, 3,0 mM MgCl2, dNTP 1,5 mM, 1,0 μM do iniciador BOX A1, 0,25 U 

Taq DNA polimerase, 2μL de DNA e o volume completado para 20 μL com água ultrapura 

autoclavada. 

A amplificação foi realizada utilizando os seguintes ciclos: uma desnaturação inicial 

de 94 °C por 6 min, 32 ciclos a 94 °C por 1 min, 52 °C por 1 min, 72 °C por 2:30s e uma 

extensão final a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram corados com Diamond
TM

 

Nucleic Acid Dye (Promega) na proporção de 2:2 e aplicado ao gel de agarose a 1% na 

presença de TBE 0,5X, e submetidos à eletroforese horizontal a 90 V por 180 minutos - 

Electrophoresis Power Suply (Loccus Biotecnologia, Brasil). Para a estimativa dos tamanhos 
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moleculares dos fragmentos, utilizou-se o marcador molecular 100 bp ladder/M1062 (Sinapse 

Inc). Posteriormente, o gel foi visualizado em transluminador (Loccus Biotecnologia), 

acoplado ao fotodocumentador (Modelo UVDoc 400i - Delpho Instruments), e fotografado 

com câmera digital (Canon EOS Rebel T5i). Todos os perfis foram avaliados com auxílio do 

programa Bionumerics 7.6 (Applied Maths, Bélgica). 

 

4.4.4 Análise de restrição do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) dos isolados 

 

Posteriormente a etapa do BOX-PCR, em que foi realizada a eliminação dos isolados 

idênticos, os demais isolados foram submetidos a análise do ARDRA (Análise de Restrição 

do DNA Ribossomal). ARDRA é uma técnica utilizada na perspectiva de identificar a 

diversidade genética das bactérias isoladas. Para isso, os isolados tiveram a região do DNA 

que codifica o gene 16S rRNA amplificada por PCR para a determinação do seu 

posicionamento taxonômico. 

Para isso, foi utilizado os oligonucleotídeos iniciadores universais para amplificar o 

gene 16S rRNA Y1 (TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC) e Y3 

(TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC) (YOUNG et al., 1991). As amplificações por 

PCR tiveram um mix com volume final de 30 µL, tampão 1x, 2mM de MgCl2, dNTP 0,5 

mM, 0,2 μM dos iniciadores, 0,25 U Taq DNA polimerase, 3,0 μL de DNA e água ultrapura 

autoclavada. 

As condições da reação foram: um ciclo de desnaturação inicial (5 min a 94 ºC), 35 

ciclos de desnaturação (1 min a 94 ºC), anelamento (2 min a 72 ºC), extensão (1 min a 58 ºC), 

seguido por um ciclo de extensão final (5 min a 72 ºC). As amostras foram levadas ao 

termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems), e os fragmentos amplificados foram 

corados com Diamond
TM

 Nucleic Acid Dye (Promega) e aplicado ao gel de agarose a 1% na 

presença de TBE 0,5X, submetidos à eletroforese horizontal a 90 V por 130 minutos - 

Electrophoresis Power Suply (Loccus Biotecnologia, Brasil). Para a estimativa dos tamanhos 

moleculares dos fragmentos, utilizou-se o marcador molecular 100 bp ladder/M1062 

(Sinapse Inc). Os géis foram visualizados e documentados em um fotodocumentador sob 

luz - UV LPix-STi (Loccus Biotecnologia, Brasil). 

Após a amplificação do gene 16S rRNA, as amostras foram digeridas por três enzimas: 

ALU, HhaI e HaeIII, conforme as orientações do fabricante. O volume final da reação foi 10 

μL, (5 μL da reação de PCR e 5 μL de mix de reação com endonucleases). As reações 

ocorreram durante 12 horas a 37 ºC e os produtos da digestão foram corados com Diamond
TM
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Nucleic Acid Dye (Promega) e aplicado ao gel de agarose a 1% na presença de TBE 0,5X, 

submetidos a eletroforese horizontal a 90 V por 180 minutos - Electrophoresis Power Suply 

(Loccus Biotecnologia, Brasil). Para a estimativa dos tamanhos moleculares dos fragmentos, 

utilizou-se o marcador molecular 100 bp ladder/M1062 (Sinapse Inc). Posteriormente, os géis 

foram visualizados em transluminador (Loccus Biotecnologia), acoplado ao 

fotodocumentador (Modelo UVDoc 400i - Delpho Instruments), e fotografado com câmera 

digital (Canon EOS Rebel T5i). 

 

4.4.5 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e análise filogenética 

 

Foram selecionados 32 isolados de acordo com as seleções das análises anteriores e 

representantes dos solos de cada município. Para isso, a amplificação do gene 16S rRNA foi 

realizada utilizando as mesmas condições e iniciadores descritos anteriormente para análise de 

restrição. Após a amplificação, os produtos da PCR foram purificados com o kit comercial 

EacyPure PCR Putificatons kit (TRANSGEN BIOTECH – China). 

Os produtos foram corados com Diamond
TM

 Nucleic Acid Dye (Promega) e aplicado 

ao gel de agarose a 1% na presença de TBE 0,5X, submetidos à eletroforese horizontal a 90 V 

por 130 minutos - Electrophoresis Power Suply (Loccus Biotecnologia, Brasil). Para a 

estimativa dos tamanhos moleculares dos fragmentos, utilizou-se o marcador molecular 100 

bp ladder/M1062 (Sinapse Inc). Os géis foram visualizados e documentados em um 

fotodocumentador sob luz - UV LPix-STi (Loccus Biotecnologia, Brasil). Em seguida, as 

amostras foram enviadas para sequenciamento na empresa ACTGene Análises Moleculares 

Ltda. (Alvorada-RS). 

Após a obtenção das sequências, a avaliação da qualidade foi realizada utilizando o 

programa SeqScanner 2.0 (Applied Biosystems). As sequências obtidas foram comparadas 

com aquelas disponíveis no banco de dados GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) para verificar a similaridade com as sequências das 

estirpes tipo (type strain) utilizando-se a ferramenta “basic local alignment tool”, algoritmo 

Blastn (ALTSCHUL et al., 1990). As sequências das estirpes tipo com maior similaridade com 

os isolados rizobianos, foram baixadas para o alinhamento e alinhadas utilizando o algoritmo 

MUSCLE. O modelo Jukes-Cantor foi utilizado para a construção da árvore filogenética com 

auxílio do programa MEGA X (KUMAR et al., 2018). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/)


41 
 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da nodulação e isolamento de bactérias dos nódulos de Enterolobium 

contortisiliquum - experimento de planta-isca 

 

Para o experimento de planta-isca com Enterolobium contortisiliquum, a quantidade 

de nódulos por planta, variou de zero a dez nódulos. Dentre os 30 vasos, apenas uma planta 

com solo da região de Santa Maria da Boa Vista -PE não apresentou nódulos. Dos 29 vasos 

resultaram em 127 nódulos de Enterolobium contortisiliquum. As maiores quantidade de 

nódulos e isolados foram nos solos de Betânia (35 nódulos e 56 isolados), Serra Talhada (30 

nódulos e 43 isolados) e Parnamirim (29 nódulos e 55 isolados). Nos solos de Santa Cruz e 

Santa Maria da Boa Vista, foram identificadas as menores quantidades de nódulos (19 e 14) e 

isolados (31 e 22), respectivamente. Após o isolamento e purificação das bactérias, foram 

obtidos uma coleção de 207 isolados bacterianos provenientes de nódulos radiculares de E. 

contortisiliquum. 

 

5.2 Seleção dos isolados por meio do duplex-PCR 

 

Após a extração de DNA dos 207 isolados, foi realizada a amplificação dos genes 

simbióticos nifH e/ou nodC, simultaneamente pela técnica de duplex-PCR. Dentre os 207 

isolados, 93 apresentaram amplificação para um ou para os dois genes supracitados (Figura 

2). A distribuição se deu da seguinte forma: nifH e nodC: 26 isolados (Santa Maria da Boa 

Vista: 9 isolados; Betânia: 5 isolados; Santa Cruz: 5 isolados; Parnamirim: 5 isolados; Serra 

Talhada: 2 isolados), nifH 61 isolados: (Betânia: 23 isolados; Parnamirim: 15 isolados; Santa 

Cruz: 14 isolados; Santa Maria da Boa Vista: 6 isolados; Serra Talhada: 3 isolados), e nodC: 6 

isolados (Santa Maria da Boa Vista: 3 isolados Betânia 2 isolados; Parnamirim: 1 isolado). 

Todos da nova coleção dos 93 isolados foram submetidos a análise dos perfis moleculares por 

meio de reação de BOX-PCR. 
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Figura 2. Amplificação dos genes simbióticos nifH e nodC na reação de Duplex- PCR de isolados de nódulos 

radiculares de Enterolobium contortisiliquum oriundos de diferentes solos do Semiárido pernambucano. 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2023. 

 

 

5.3 Fingerprinting molecular por BOX-PCR dos isolados de Enterolobium 

contortisiliquum 

 

Usando a técnica de BOX-PCR para a análise da variabilidade genética dos 93 

isolados que apresentaram amplificação para um ou para os dois genes simbióticos nifH e/ou 

nodC. A análise revelou que a maioria dos isolados de Enterolobium contortisiliquum, 

apresentaram perfis de bandas individuais únicos, confirmando um alto grau de variabilidade 

genética entre os isolados desses solos. Em seguida, foi construído um dendrograma de 

similaridade a partir dos dados gerados pela amplificação do oligonucleotídeo BOX-A1R 

(Figura 3). 

A análise revelou que dez clusters apresentaram 100% de similaridade. Dentre esses 

dez, sete clusters (2, 3, 4, 5, 6, 8 e 9) foram agrupados somente com dois isolados e os outros 

três clusters (1, 7 e 10) tiveram agrupamentos com três isolados. No primeiro cluster os três 

isolados (18D, 18E’ e 18E”) são oriundos da mesma planta, do solo de Santa Maria da Boa 

Vista. O sétimo cluster apresentou dois isolados (18AIE 18BII) da mesma planta, do solo de 

Santa Maria da Boa Vista e o terceiro isolado (19AI). pertence ao solo de Betânia. O décimo 

cluster apresentou 3 isolados (111CI, 111E e 111F) que pertencem à mesma planta, do solo de 

Santa Cruz. 

O resultado da análise com 100% de similaridade, confirma a alta variabilidade 

genética entre os rizóbios de solos de Pernambuco. Ao final, removeu-se os isolados 

considerados idênticos e estruturou-se uma nova coleção com 80 isolados. 
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Figura 3. Dendrograma de similaridade de isolados do tamboril (Enterolobium contortisiliquum), após análise 

de agrupamento dos fragmentos obtidos após a amplificação do DNA por BOX-PCR com o oligonucleotídeo 

específico BOX-A1R. Análise realizada com algoritmo UPGMA e o coeficiente Dice. 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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5.4 Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) 

 

Com os 80 isolados, a análise conjunta dos perfis de restrição a partir da amplificação 

do gene 16S rRNA e digestão pelas endonucleases ALUI, Hhal e HaeIII permitiu a formação 

de quatro grupos, compostos por dois isolados, com 100% de similaridade, calculado através 

do coeficiente de similaridade Dice, com o algoritmo UPGMA (Figura 4). 

Foram formados vinte e três grupos com a similaridade variando de 35% a 85%. Com 

a presença da grande diversidade de isolados de diferentes solos nos grupos, foram 

selecionados 32 isolados para sequenciamento do gene 16S rRNA, para confirmação do 

posicionamento filogenético. 
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Figura 4. Árvore filogenética feita pelo ARDRA utilizando três enzimas Alul, Hhal e HaeIII obtida pelo 

programa BioNumerics 7.6 (AppliedMaths, Bélgica). 

 
 

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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5.5 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA 

 

Para o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA um total de 32 isolados foram 

selecionados com representantes de cada solo: Betânia (13), Parnamirim (6), Santa Cruz (5), 

Santa Maria da Boa Vista (4), e Serra Talhada (4). A escolha dos isolados foi realizada de 

acordo com a quantidade de isolados por solos e também de acordo com as seleções feitas 

anteriormente. 

Dentre os 32 isolados foram identificadas bactérias pertencentes às subclasses α- 

proteobacteria, β-proteobacteria, g-proteobacteria, firmicutes e grupo de bactéria CFB - 

Cytophaga, Fusobacterium e Bacteróides. As 23 estirpes rizobianos foram classificadas como 

pertencentes aos gêneros: Rhizobium (17), Agrobacterium (3), Bradyrhizobium 

(2) e Paraburkholderia (1). As nove estirpes não rizobianas foram identificadas como 

pertencentes aos gêneros: Pseudomonas (2), Brucella (2), Pleomorphomonas (1), Bacillus (1), 

Siphonobacter (1) e Labrys (2) (Tabela 6). 

Para as estirpes rizobianas, Rhizobium foi o gênero de maior ocorrência, com 17 

estirpes (Tabela 6). Para esse gênero, as estirpes apresentaram alta similaridade (97,49 - 

100%) com as estirpes tipo de R. dioscoreae S-93, R. mesosinucum CCBAU 25010, R. 

miluonense CCBAU 41251, R. multihospitium CCBAU 83401 e R. calliandrae CCGE524. 

A maioria das estirpes identificadas no gênero Rhizobium,11 de 17, apresentam alta 

similaridade com R. dioscoreae S-93
T
 (99,09 - 100%), e estas foram encontradas em todos 

solos das cinco localidades analisadas. De acordo com a análise filogenética, essas onze 

estirpes formaram um único grupo com valor de bootstrap de 78% com Rhizobium dioscoreae 

S-93
T
 (Figura 5). As estirpes 59BII (Betânia) e 65AII (Serra Talhada) apresentaram alta 

similaridade com R. multihospitium CCBAU 83401
T
 (99,61 e 99,62%, respectivamente). As 

estirpes 18AII e 1CII, isoladas de solos de Santa Maria da Boa Vista, apresentaram alta 

similaridade com R. mesosinicum CCBAU 25010
T
, (97,49 e 99,70%, respectivamente). As 

estirpes 81DI e 53F, isoladas de solos de Parnamirim, apresentaram alta similaridade com R. 

miluonense CCBAU 41251
T
 (99,76%), e R. calliandrae CCGE524

T
 (99,92%), 

respectivamente. 

Três estirpes oriundas de solos distintos, 34B (Parnamirim), 121D (Betânia), e 111E 

(Santa Cruz), foram identificados como pertencentes ao gênero Agrobacterium. As estirpes 

111E e 121D apresentaram alta similaridade com A. pusense NRCPB10
T 

(99,25 e 99,39%, 

respectivamente), e a estirpe 34B apresentou alta similaridade com A. tumefaciens ATCC 

23308
T
 (100%). 
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Figura 5. Árvore filogenética de Maximum-likelihood das sequências do gene 16S rRNA de 23 estirpes de 

rizóbios, isoladas de nódulos radiculares de tamboril (Enterolobium contortisiliquum) e 48 estirpes tipo de 

Rhizobium, Agrobacterium, Bradyrhizobium e Paraburkholderia (1291 nucleotídeos). Os números nas 

ramificações são os valores de bootstrap >50% (1000 replicações). As estirpes em estudo são mostradas em 

negrito. Entre parênteses: número de acesso GenBank. O modelo Jukes- Cantor foi usado para a reconstrução 

filogenética. 

21CII (Betânia-PE) 88DII 
(Santa Cruz-PE) 121B 
(Betânia-PE) 19AI (Betânia-
PE) 

76 91BI (Serra Talhada-PE) 19GII 
(Betânia-PE) 22DIII 
(Parnamirim-PE) 
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99DI (Santa Maria da Boa Vista-PE) 
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76AI (Betânia-PE) 
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51 Rhizobium miluonense CCBAU 41251T (NR_044063) 
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65AII (Serra Talhada-PE) 
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75 PREh)izobium calliandrae CCGE524T (JX855162) 
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Rhizobium sullae IS 123T (NR_029330) 

86 Rhizobium mongolense USDA 1844T (NR_026066) 

97 Rhizobium gallicum R602T (EU488748) Rhizobium 
yanglingense SH22623T (NR_028663) 18AII (Santa 
Maria da Boa Vista-PE) 

 

 

 

 

 

 

 
 

100 

Rhizobium viscosum LMG 16473T (NR_042253) 
1CII (Santa Maria da Boa Vista-PE) 
Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010T (NR_043548) 

66 Rhizobium alamii LMG 24466T (MF977621) 
111E (Santa Cruz-PE) 

79 121D (Betânia-PE) 

93 Agrobacterium salinitolerans YIC 5082T (NR_157010) 
Agrobacterium pusense NRCPB10T (NR_116874) 

82     Agrobacterium fabrum C58T (NR_074266) 
Agrobacterium larrymoorei CFBP5473T (CP039692) 

99 Agrobacterium cavarae RZME10T (MK940276) 
76 34B (Parnamirim-PE) 

66 Agrobacterium deltaense YIC4121T (NR_178838) 

100 Agrobacterium tumefaciens UQM 1685T (NR_116306) 
Agrobacterium leguminum MOPV5T (MT075578) 
Agrobacterium fabacearum CNPSo 675T (MN741112) 
Bradyrhizobium elkanii USDA 76T (MN338958) 
Bradyrhizobium macuxiense BR 10303T (KX527919) 101G 
(Betânia-PE) 

58 Bradyrhizobium ripae WR4T (MF593081) 
Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T (NR_043037) 

 

 

 

 

 

 

 
100 

99 Bradyrhizobium quebecense 66S1MBT (KP768782) 
Bradyrhizobium namibiense 5-10T (KX661401) 
Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 51502T 

(KX8768B3r4a0d0y)rhizobium zhanjiangense CCBAU 51778T (CP022221) 
Bradyrhizobium kavangense 14-3T (NR 145925) 

19GI (Betânia-PE) 
Bradyrhizobium ingae BR 10250T (NR_133985) 

69 Bradyrhizobium iriomotense NBRC 102520T (NR_114138) 
Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 23303T (NR_117945) 

56     Bradyrhizobium cajani AMBPC1010T (NR_157657) 
75   Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110T (AB909430) 

Bradyrhizobium japonicum USDA 6T (NR_112552) 
 

 

 

 

 

 

100 

83  53DII (Parnamirim-PE) 
Paraburkholderia diazotrophica NKMU-JPY461T (NR_117848) 

Paraburkholderia acidipaludis NBRC 101816T (NR_113024) 
Paraburkholderia atlantica CNPSo 3155T (MK690531) 

52 Paraburkholderia tuberum STM678T (NR_027554) 
73  Paraburkholderia podalyriae WC7.3bT (HF674696) 
56  Paraburkholderia sprentiae WSM5005T (NR_117691) 

Paraburkholderia franconis CNPSo 3157T (MK690525) 

Paraburkholderia piptadeniae STM 7183T (NR_156097) 

0.02 

 

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.



48 
 

Duas estirpes, 101G e 19GI, oriundas do solo de Betânia, foram identificadas como 

pertencentes ao gênero Bradyrhizobium. A estirpe 101G apresentou alta similaridade B. 

elkanii USDA 76
T
 (100%), e a estirpe 19GI, apresentou alta similaridade com B. 

zhanjiangense CCBAU 51778
T
 (99,34%). 

Dentro da subclasse das β-proteobacteria, foi identificado apenas uma estirpe, 53DII, 

pertencente ao gênero Paraburkholderia. Essa estirpe foi isolada do solo de Parnamirim e 

apresentou alta similaridade com P. diazotrophica NKMU-JPY461
T
 (98.37%). 

As nove estirpes não rizobianas, isoladas de nódulos de Enterolobium contortisiliquum, 

foram identificadas em seis diferentes gêneros, Pleomorphomonas, Pseudomonas, Brucella, 

Bacillus, Siphonobacter e Labrys (Tabela 6). A estirpe 101H, isolada do solo de Betânia, 

apresentou a mesma similaridade (99.40%) com quatro diferentes estirpes tipo, Bacillus 

acanthi L28, Bacillus aryabhattai B8W22, Bacillus megaterium NBRC 15308 e Bacillus 

zanthoxyli 1433. As estirpes 25CII (Serra Talhada) e 34CI (Parnamirim), apresentaram alta 

similaridade com Pseudomonas yamanorum LMG 27247
T
 (99,34 e 99,84%, 

respectivamente). As estirpes 1B (Santa Maria) e 59CII (Betânia) apresentou alta similaridade 

com Brucella pseudogrignonensis CCUG 30717
T
 (99,92%). 

As estirpes 111D (Santa Cruz) e 59CI (Betânia), apresentaram alta similaridade, com 

Labrys neptuniae Liujia-146
T
 (99,55% e 99,77%, respectivamente). A estirpe 108CI (Serra 

Talhada), apresentou alta similaridade com Siphonobacter aquaeclarae P2
T
 (98,87%) e a 

estirpe 88B (Santa Cruz) apresentou alta similaridade com Pleomorphomonas oryzae NBRC 

102288
T
 (99,76%). 
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Tabela 3. Identificação baseada no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA de 32 bactérias isoladas de nódulos radiculares de tamboril (Enterolobium contortisiliquum), 

oriundas de diferentes solos do estado de Pernambuco. 

(Continua) 

    Sequências mais similares – GenBank  

Estirpes Duplex-PCR Origem Extensão (pb) 
Espécie 

Similaridade 
(%) 

Nº de Acesso 

111E nifH/nodC Santa Cruz 1331 Agrobacterium pusense NRCPB10
T
 99.25 NR_116874 

76AI nifH Betânia 1322 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.09 LC498520 

91BI nifH Serra Talhada 1311 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.16 LC498520 

19AI nifH Betânia 1312 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.85 LC498520 

18AII 
nifH/nodC Santa Maria 

da Boa Vista 
1317 Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010

T
 97.49 NR_043548 

1CII 
nifH /nodC Santa Maria 

da Boa Vista 
1312 Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010

T
 99.70 NR_043548 

121B nifH Betânia 1320 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.77 LC498520 

101G nifH/nodC Betânia 1297 Bradyrhizobium elkanii USDA 76
T
 100.00 MN338958 

59BII nifH Betânia 1284 Rhizobium multihospitium CCBAU 83401
T
 99.61 NR_044053 

21CII nifH Betânia 1323 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.92 LC498520 

99DI 
nifH Santa Maria 

da Boa Vista 
1326 Rhizobium dioscoreae S-93

T
 99.70 LC498520 

57BI nifH Santa Cruz 1312 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.47 LC498520 

88DII nifH Santa Cruz 1311 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.24 LC498520 

121AII nifH Betânia 1328 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.62 LC498520 

65AII nifH Serra Talhada 1316 Rhizobium multihospitium CCBAU 83401
T
 99.62 NR_044053 

121D nifH/nodC Betânia 1316 Agrobacterium pusense NRCPB10
T
 99.39 NR_116874 

19GI 
nifH /nodC Betânia 

1206 
Bradyrhizobium zhanjiangense CCBAU 

51778
T
 

99.34 CP022221 

19GII nifH Betânia 1267 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 100.00 LC498520 

53DII 
nifH/ nodC Parnamirim 

1287 
Paraburkholderia diazotrophica NKMU- 

JPY461
T
 

98.37 NR_117848 

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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Tabela 3. Identificação baseada no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA de 32 bactérias isoladas de nódulos radiculares de tamboril  (Enterolobium contortisiliquum), 

oriundas de diferentes solos do estado de Pernambuco. 

(Conclusão) 

22DIII nifH Parnamirm 1263 Rhizobium dioscoreae S-93
T
 99.76 LC498520 

53F nodC Parnamirim 1281 Rhizobium calliandrae CCGE524
T
 99.92 NR_109693 

34B nifH /nodC Parnamirim 1289 Agrobacterium tumefaciens UQM 1685
T
 100.00 NR_116306 

81DI nifH /nodC Parnamirim 1237 Rhizobium miluonense CCBAU 41251
T
 99.76 NR_044063 

88B nifH Santa Cruz 1324 Pleomorphomonas oryzae NBRC 102288
T
 99.40 NR_114056 

25CII nifH Serra Talhada 1364 Pseudomonas yamanorum LMG 27247
T
 99.34 LT629793 

1B 
nifH Santa Maria 

da Boa Vista 
1362 

Brucella pseudogrignonensis CCUG 
30717

T
 

99.92 NR_042589 

101H nifH Betânia 1330 Bacillus acanthi L28
T
 99.40 MT516450 

    Bacillus aryabhattai B8W22
T
 99.40 MK182805 

    Bacillus megaterium NBRC 15308
T
 99.40 CP009920 

    Bacillus zanthoxyli 1433
T
 99.40 MW578394 

59CII 
nifH Betânia 

1287 
Brucella pseudogrignonensis CCUG 

30717
T
 

99.92 NR_042589 

34CI nifH Parnamirim 1263 Pseudomonas yamanorum LMG 27247
T
 99.84 LT629793 

108CI nifH Serra Talhada 1324 Siphonobacter aquaeclarae P2
T
 98.87 NR_116562 

111D nifH Santa Cruz 1327 Labrys neptuniae Liujia-146
T
 99.55 NR_043801 

59CI nifH Betânia 1326 Labrys neptuniae Liujia-146
T
 99.77 NR_043801 

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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6 DISCUSSÃO 

 

Foram obtidos 127 nódulos de Enterolobium contortisiliquum. As maiores quantidade 

de nódulos e isolados foram nos solos de Betânia, Serra Talhada e Parnamirim. De acordo 

com a análise química do solo, as três localidades apresentaram altos teores de nutrientes, o 

que pode estar relacionado ao resultado obtido, pois os nutrientes, nitrogênio, potássio e 

fósforo presentes no solo afetam todas as etapas da simbiose, como a nodulação e a fixação de 

nitrogênio (VOUNG et al., 2017), dessa maneira, os solos de Santa Maria e Santa Cruz foram 

identificados com as menores quantidades de nódulos e isolados nessas regiões os valores dos 

nutrientes foram inferiores quando comparados aos três primeiros solos. 

Em Santa Cruz, por exemplo, obteve o menor teor de cálcio (0,70 cmolc dm
3
), e, além 

dos nutrientes, esse solo apresentou o menor valor do pH (4,40) (Tabela 4). O alto teor de 

cálcio é necessário para a fase de encurvamento do pêlo radicular. A deficiência desse 

nutriente dificulta a divisão celular, afetando a formação e crescimento dos nódulos e raízes, o 

pH e a disponibilidade de outros elementos (VAN SCHREVEN, 1958; FRANCO e 

DOBEREINER, 1968; MALAVOLTA 1980; MALAVOLTA et al. 1997). O pH baixo pode 

limitar o desenvolvimento de rizóbios, como o Bradyrhizobium, por causa da sensibilidade 

desse gênero à acidez do solo (KAPEMBWA et al., 2016). 

Apesar do potencial que espécies leguminosas arbóreas nodulíferas apresentam na 

incorporação de N aos solos, diversos fatores influenciam na ocorrência e eficiência de 

populações nativas de bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN), como atributos químicos e 

físicos do solo, condições climáticas, histórico de uso do solo e o hospedeiro vegetal. Além 

disso, esses fatores também afetam o estabelecimento da simbiose e a eficiência do processo 

de fixação biológica de nitrogênio (FBN) (SOUZA et al., 2007; LIMA et al., 2009; COSTA et 

al., 2014; MENEZES et al., 2015; LIRA et al., 2020). 

Teixeira et al. (2006) investigaram a contribuição das BNF para a nutrição de N em 

camaratuba (Cratylia mollis). Os resultados indicaram que na estação chuvosa, C. mollis 

apresentou até 86% de N proveniente da atmosfera, enquanto na estação seca, a quantidade de 

N chegou a 27%, indicando um aparente efeito sazonal na eficiência da BNF. A pluviosidade 

tem participação fundamental no desenvolvimento bacteriano no solo, provavelmente por 

gerar um microambiente favorável a esses microrganismos (RODRIGUES et al., 2011). 

Ao analisar a coleção dos 207 isolados via análise de Duplex-PCR, verificou-se que 93 

apresentaram amplificação para um ou ambos os genes nifH e nodC. Essa redução na coleção 

bacteriana, pode ter ocorrido devido os nódulos de leguminosas serem habitados por isolados 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.553223/full#B125
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não-rizobianos, no qual, são descartados durante a análise de identificação dos genes 

simbióticos. Além disso, a desinfestação superficial dos nódulos para o processo de 

isolamento das bactérias, pode ter sido ineficiente (FERNANDES JÚNIOR et al., 2013; 

LEITE et al., 2018). 

O principal objetivo quando se usa marcadores de fingerprint é identificar a 

diversidade de linhagens de bactérias em grandes coleções (VAN-CAUWENBERGHE et al., 

2014). O BOX-PCR, por gerar fingerprint mais robusto e por produzir um padrão de 

fragmentos mais complexos, tem sido utilizado em estudos de diversidade de rizóbios 

(FREITAS et al.,2007; FREITAS et al., 2014; MARTINS et al., 2015; MENEZES et al., 

2016). Com base nesta caracterização prévia, é possível selecionar representantes, a partir de 

grupos com perfis idênticos, para serem usados em estudos mais detalhados de filogenia. 

Verificou-se que dez clusters apresentaram similaridade de 100%. Dentre esses, sete 

clusters foram agrupados somente com dois isolados e os outros três clusters tiveram 

agrupamentos com 3 isolados. O primeiro e o décimo clusters, agruparam isolados oriundos 

da mesma planta. Provavelmente, durante as etapas de purificação, os mesmos isolados foram 

repicados em placas diferentes. 

O sétimo clusters apresentou dois isolados da mesma planta, com solo de Santa Maria 

da Boa Vista (18AI E 18BII) e o terceiro isolado pertence ao solo de Betânia (19AI). Santa 

Maria da Boa Vista e Betânia apresentam precipitação e temperatura anual muito similar. As 

condições ideais de temperatura, umidade e natureza do material em decomposição, 

favorecem a formação de material rico em proteína (material básico para o desenvolvimento 

de bactérias), predominando tipo de microrganismo específico (KENNEDY e GEWIN, 1997). 

Os três clusters que apresentaram maiores agrupamentos, são constituídos principalmente por 

isolados oriundos do mesmo solo. Ao analisar os resultados com similaridade a 100%, com 

uma coleção de 93 isolados, confirma-se por meio da técnica de BOX-PCR um alto grau de 

polimorfismo entre os isolados avaliados, resultando em alta diversidade de bactérias. 

Lyra et al. (2013) avaliaram isolados de amendoim (Arachis hypogaea) em solos de 

Pernambuco por meio da técnica BOX-PCR. Dezoito dos 22 isolados não apresentaram 

similaridade, ao serem comparados com 19 cepas de referência ( Bradyrhizobium elkani BR 

29; Bradyrhizobium japonicum BR 11; Sinorhizobum fredii BR112; Sinorhizobum meliloti 

BR 7411; Sinorhizobum medicae BR 525; Sinorhizobum saheli BR 526; Sinorhizobum 

terangae BR 527; Rhizobium sp. BR 2406; Rhizobium tropici tipo IIA BR 10016; Rhizobium 

tropici tipo IIB BR 3220; Rhizobium etli BR 10026; Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoli 

BR 10052; Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii BR 7605; Rhizobium galegae BR 10055; 
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Mesorhizobium loti BR 7801; Mesorhizobium cicer BR 521; Mesorhizobium mediterraneum 

BR 522; Mesorhizobium huakuii BR 524; Azorhizobium caulinodans BR5410). 

Dias et al. (2021) isolaram estirpes dos nódulos de jurema-preta (Mimosa tenuiflora) 

oriundas de solos de quatro municípios no estado de Pernambuco. Esses autores submeteram 

22 isolados na análise do BOX-PCR e identificaram a ausência de clones. Esses resultados 

enfatizam o alto grau de variabilidade dos rizóbios presentes nos solos pernambucanos. 

Ao analisar o resultado do ARDRA, evidenciou uma alta variabilidade genética entre 

os isolados dos nódulos de Enterolobium contortisiliquum. Estudos sobre a diversidade de 

rizóbios utilizando a técnica de ARDRA, tem demonstrado que os rizóbios nativos de solos do 

Semiárido apresentam alta variabilidade genética (SILVA, 2020; SILVA, 2021, DA SILVA, 

2021). Leite et al. (2009) também verificaram grande variabilidade genética dos isolados em 

solos da região do Vale do São Francisco, ao utilizar a técnica de ARDRA. 

De acordo com os resultados do sequenciamento do gene 16S rRNA, o gênero 

Rhizobium apresentou a maior ocorrência, com 17 isolados. Desses, segundo a análise de 

duplex-PCR revelou que 13 estirpes (76AI, 91BI, 19AI, 121B, 59BII, 21CII, 99DI, 57BI, 

88DII, 121AII, 65AII, 19GII e 22DIII) apresentaram amplificação para o gene nifH, E, onze 

(76AI, 91BI, 19AI, 121B, 21CII, 99DI, 57BI, 88DII, 121AII, 19GII e 22DIII) dentre os 

treze isolados apresentaram alta similaridade com a estirpe tipo Rhizobium dioscoreae 

S-93 e as outras estirpes (59BII e 65AII) foram similares a estirpe tipo Rhizobium 

multihospitium CCBAU 83401 (2). 

Três estirpes (18AII, 1CII e 81DI) apresentaram amplificação para ambos os genes 

simbióticos (nifH e nodC) apresentando alta similaridade com as estirpes tipo Rhizobium 

mesosinicum CCBAU 25010 (2) e R. miluonense CCBAU 41251 (1). Uma estirpe (53F) 

apresentou amplificação apenas para o gene nodC e revelou alta similaridade com a estirpe R. 

calliandrae CCGE524. 

A estirpe tipo R. dioscoreae S-93 foi isolada de raízes de inhame de solos alcalinos 

pobres em nutrientes na Ilha Miyako em Okinawa-Japão. Nas análises para descrição de R. 

dioscoreae S-93T, os autores constataram por meio de um ensaio de redução de acetileno que 

essa espécie tem a capacidade de fixar nitrogênio. Além disso, a sua capacidade em promover 

o crescimento do inhame foi verificada por meio das análises de produção de hormônios, 

sideróforos e solubilização de fosfato inorgânico (OUYABE et al. 2020). 

Rizóbios são conhecidos por serem isolados de leguminosas. Porém, estudos recentes 

apresentam novas espécies de Rhizobium isolados de amostras ambientais, como do rio de 

água doce em Taiwan-China (SHEU et al., 2015) e da areia do deserto em Mu Us - China 
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(ZHANG et al., 2017), como também em plantas não leguminosas, incluindo arroz com a 

espécie Rhizobium rhizoryzae sp. nov. (ZHANG et al., 2014; ZHAO et al., 2017), milho com 

Rhizobium zeae sp. nov. (CELADOR-LERA et al., 2017), gramíneas com . Rhizobium 

smilacinae sp. nov. (ZHANG et al., 2014) e inhame com R. dioscoreae S-93 (OUYABE et al. 

2020). Em plantas não leguminosas, algumas espécies de Rhizobium têm sido relatadas como 

promotoras do crescimento vegetal. Como exemplo, a inoculação com R. leguminosarum na 

cultura do arroz que promoveu um aumento significativo na biomassa e no rendimento de 

grãos (SINGH et al., 2006). 

Dentro do gênero Rhizobium outras estirpes, 18AII e 1CII, apresentaram alta 

similaridade com Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010
T
. Esses dois isolados apresentaram 

amplificação para ambos os genes simbióticos nifH e nodC. Rhizobium mesosinicum CCBAU 

25010
T
 foi isolado de nódulos de três espécies de leguminosas nativas da China pertencentes 

aos gêneros Albizia, Kummerowia e Dalbergia (LIN et al., 2009). Essa estirpe apresentou 

amplificação do gene nodC, e foi capaz de nodular seus hospedeiros. Porém, ao ser 

inoculada em outras espécies de leguminosas (Medicago sativa, Glycine max e Phaseolus 

vulgaris) não houve nodulação. 

Bopape et al. (2020) avaliaram uma estirpe de Rhizobium tropici e verificaram que 

este rizóbio tem a capacidade de formar nódulos nas raízes do guandu, mas não possui os 

genes de nodulação comuns (nodABC), com exceção do gene nolR que atua como fator de 

transcrição de ligação ao DNA, e que essa estirpe provavelmente usa outras vias para induzir 

nódulos na planta. 

Ainda dentro do gênero Rhizobium, duas estirpes, 59BII (Betânia) e 65AII (Serra 

Talhada), apresentaram similaridade som Rhizobium multihospitium CCBAU 83401
T
. Esses 

dois isolados na análise do duplex-PCR apresentaram gene positivo apenas para nifH. Han et 

al. (2008) ao isolarem 31 cepas de rizóbios nos nódulos de espécies leguminosas nativas 

China (Lotus frondosus, Lotus tenuis, Alhagi toum, Astragalus aksuensis, Astragalus 

betetovii, Halimodendron halodendron, Oxytropis meinshausenii, Oxytropis glabra, Robinia 

pseudoacacia, Sophora alopecuriodes, Caragana jubata, Lathyrus odoratus e Vicia hirsuta), 

identificaram Rhizobium multihospitium, como uma nova estirpe presente nos nódulos das 

leguminosas nativa e verificaram a presença dos genes nifH e nodD. 

O gênero Agrobacterium foi identificado em três estirpes de solos distintos, 34B 

(Parnamirim), 121D (Betânia) e 111E (Santa Cruz), apresentando similaridade com as 

espécies Agrobacterium tumefaciens UQM 1685 
T
 e Agrobacterium pusense NRCPB10

T
. De 

acordo com o resultado do duplex-PCR, as três estirpes amplificaram ambos genes 
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simbióticos (nifH e nodC). Cavalcanti et al. (2020) identificaram esse gênero isolados em 

nódulos de feijão-caupi em campo em Petrolina-PE. Os autores ainda demonstraram que 

existe Agrobacterium spp. em solos agrícolas do Semiárido brasileiro capazes de colonizar 

endofiticamente os tecidos do milho e nodular feijão- caupi (V. unguiculata). 

O gênero Bradyrhizobium é o mais frequente em estudos de isolamento e 

caracterização de rizóbios no Nordeste, assim como em outras regiões do país (HUNGRIA et 

al., 2007; SILVA, 2020; JANTALIA et al., 2021). Entretanto, no presente estudo, apenas dois 

isolados do gênero Bradyrhizobium foram identificados, ambos do solo de Betânia. Martínez 

Alcántara et al. (2020) isolaram e caracterizaram com base em características 

microbiológicas e marcadores moleculares, bactérias dos nódulos de três espécies arbóreas 

nativas da América do Sul, dentre elas Enterolobium contortisiliquum. Esses autores isolaram 

apenas uma estirpe de E. contortisiliquum e esta foi identificada como pertencente ao gênero 

Bradyrhizobium. 

Dentro da subclasse das β-proteobacteria o gênero Paraburkholderia foi encontrado 

na estirpe 53DII do solo de Parnamirim, com 98,37% de similaridade com a estirpe tipo 

Paraburkholderia diazotrophica NKMU-JPY461. Essa estirpe, 53DII, apresentou 

amplificação positiva para os dois genes simbióticos (nifH e nodC). 

O gênero Paraburkholderia está comumente associado à leguminosas do Clado 

Mimosoidae, no qual, está inserido Enterolobium contortisiliquum. Nas espécies de sabiá 

(Mimosa caesalpinifolia) (MARTINS et al., 2015), surucucu (Piptadenia viridiflora) 

(BOURNAUD et al., 2013) e em outras espécies de Mimosa spp. no bioma Caatinga como 

jurema-preta (DIAS et al., 2021) e do bioma Cerrado brasileira (REIS JÚNIOR et al., 2010; 

SOARES NETO et al., 2022) Paraburkholderia é o gênero mais frequente. 

Além disso, Paraburkholderia também foi identificada em outras leguminosas 

(Papilionoideae) como mulungu (Erythrina velutina) em solos de Caatinga (MENEZES et al., 

2017; RODRIGUES et al., 2018) e em outros países como a França em dormideira (Mimosa 

pudica L.) (MISHRA et al., 2012) e em outros países tropicais, como a Venezuela nas 

espécies feijão-da-China (Vigna radiata) e feijão-caupi (Vigna unguiculata) (RAMIREZ et 

al., 2020). 

No presente estudo, além da ocorrência de rizóbios nos nódulos radiculares de 

Enterolobium contortisiliquum, também foi verificada a presença de diferentes gêneros de 

bactérias não rizobianas (Pseudomonas (2), Brucella (2), Labrys (2), Pleomorphomonas (1), 

Bacillus (1) e Siphonobacter (1)) e, de acordo com a análise de duplex-PCR todos os não 

rizobianos apresentaram apenas o gene simbiótico nifH. 
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Estudos têm observado que muitos dos isolados não-rizobianos obtidos nos processos 

de isolamento, são bactérias endofíticos que coabitam os nódulos com os rizóbios (COSTA et 

al., 2013; DHOLE et al., 2016; SANCHEZ-CAÑIZARES et al., 2017; MARTINEZ-

HIDALGO e HIRSCH, 2017; LEITE et al., 2018). 

Martínez Alcántara et al. (2020) avaliando três leguminosas arbóreas da Argentina 

(Poecilanthe parviflora Benth, Vachellia caven e Enterolobium contortisiliquum) 

identificaram, além de rizóbios, bactérias dos gêneros Gamaproteobactéria (Pseudomonas, 

Dyella e Caulobacter), Actinobacteria (Curtobacterium e Micobacterium) e Firmicutes 

(Bacillus). De acordo com esses autores, os nódulos são ricos em nutrientes e proporcionam 

um ambiente favorável não só para as BFN, mas também para outras bactérias (associativas 

ou endofíticos). Além disso, esses endófitos não rizobianos podem desempenhar um papel na 

nutrição, promovendo o crescimento e a saúde das plantas. 

Espécies dos gêneros Enterobacter spp., Pseudomonas e Bacillus são conhecidos 

agentes de controle biológico capazes de reduzir a incidência e severidade de doenças em 

diversas culturas (ELJOUNAIDI; LEE; BAE, 2016; FIRA et al., 2018; TARIQ, 2017). No 

presente estudo, duas estirpes, 25CII (Serra Talhada) e 34CI (Parnamirim) foram identificadas 

como pertencentes ao gênero Pseudomonas. As pesquisas voltadas para estudo da diversidade 

genética das bactérias endofíticas não rizobianas, podem ajudar a compreender a importância 

e comportamento, em conjunto com rizóbios, possibilitando identificar estirpes com potencial 

para utilização na agricultura como inoculantes (PEIX et al., 2015). 

A estirpe 101H (Betânia) foi identificada pertencente ao gênero Bacillus com 

similaridade de 99.40% com quatro estirpes tipo desse gênero. Estudo no Semiárido 

pernambucano conduzido por Leite et al. (2017), corrobora com esses resultados, pois foram 

encontradas bactérias endofíticas não-rizobianas em nódulos de leguminosa (feijão-caupi) 

pertencentes a diversos gêneros, dentre eles, Bacillus. Costa et al. (2013) também 

identificaram a presença de Bacillus em nódulos de feijão-caupi no Cerrado Piauiense. 

Bacillus spp. é o agente de controle de patógenos com maior número de produtos comerciais 

em uso ao redor do mundo, também com potencial reconhecido como promotor de 

crescimento de plantas (SHAFI; TIAN; JI, 2017). 

De acordo com o sequenciamento do gene 16S rRNA a estirpe 88B (Santa Cruz) 

apresentou 99.40% de similaridade com a espécie Pleomorphomonas oryzae NBRC 102288
T
. 

Essa espécie foi isolada das raízes de arroz no Japão e nas análises para descrição de P. 

oryzae NBRC 102288, os autores constataram, por meio de um ensaio de redução de 

acetileno, que essa espécie tem a capacidade de fixar nitrogênio (XIE e YOKOTA, 2005). P. 
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oryzae já foi identificada em raízes de junco (Phrahmites australis) na China (LI et al., 2010) 

e também encontrada por Baraúna et al. (2014) em nódulos de pau-rainha (Centrolobium 

paraense) no Cerrado de Roraíma - Brasil. Esses autores verificaram que um isolado dessa 

espécie foi capaz de nodular em feijão-caupi (Vigna unguiculata), mas os genes simbióticos 

relacionados à nodulação não foram analisados. 

Na análise de do sequenciamento parcial do 16S rRNA a estirpe 108CI (Serra 

Talhada) apresentou 98.87% de similaridade com a espécie Siphonobacter aquaeclarae P2
T
. 

Essa estirpe foi isolada do biofilme desenvolvido na superfície interna de um sistema de água 

de resfriamento ultrapura em uma usina húngara (TANCSICS et al., 2010). O gênero de 

Siphonobacter já foi descrito em filosfera de milho na África do Sul (MASHIANE et al., 

2017) como também em mudas de arroz na China (DU et al., 2020). Rattanapolsan et al. 

(2021) identificaram a espécie Siphonobacter aquaeclarae induzindo o crescimento de 

Murdannia spectabilis por meio da produção de AIA (ácido indol-3-acético) na Tailândia. 

As estirpes 111D (Santa Cruz) e 59CI (Betânia), foram identificadas no gênero 

Labrys, e apresentaram alta similaridade com Labrys neptuniae Liujia-146
T
. A espécie Labrys 

neptuniae Liujia -146
T
 foi isolada de nódulos radiculares da leguminosa aquática Neptunia 

oleracea em uma lagoa de água doce no sul de Taiwan, China (CHOU et al., 2007). Os 

autores realizaram os testes de nodulação em plantas de N. olerace e Macroptilium 

atropurpureum, e observaram que não houve a formação de nódulos nas plantas colhidas aos 

45 dias após a inoculação com Liujia-146
T
. No presente estudo, os dois isolados (111D e 

59CI) apresentaram amplificação somente para o gene nifH. 

Tapia-García et al. (2020), isolaram diversas bactérias em nódulos de leguminosas 

silvestres, no México, e verificaram uma estirpe identificada como Labrys sp. próxima a L. 

neptuniae. Essa estirpe foi isolada de nódulos radiculares de Acaciella sp. e apresentou 

amplificação do gene nodC, produção de AIA e fixação de nitrogênio como uma bactéria de 

vida livre. Porém, não foram utilizados testes em plantas para verificar a capacidade de 

nodulação e eficiência dessa estirpe. 

Labrys não é amplamente reconhecida como uma bactéria com capacidade de 

nodulação em plantas. Porém uma estirpe identificada como Labrys monachus realizou 

simbiose efetiva com Crotalaria spectabilis, mas os genes simbióticos relacionados a 

nodulação não foram analisados (RANGEL et al., 2017). 

Alguns estudos relatam a capacidade da espécie E. contortiliquum em se associar 

com as bactérias nodulíferas (FRIONI et al., 1998; JESUS et al., 2014; TRANNIN et al., 

2001; MARTÍNEZ ALCÁNTARA et al., 2020). Entretanto, não se encontra na literatura 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/monachus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501320303906#bib0305
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501320303906#bib0305
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trabalhos que relatem quais as bactérias estão presentes nos nódulos do Enterolobium 

contortisiliquum na região do Semiárido pernambucano. Na Argentina um trabalho conduzido 

por Martinez Alcántara et al. (2020) identificou apenas a estirpe Bradyrhizobium lianonginese 

em nódulos de Enterolobium contortisiliquum. 

No presente estudo, foi identificado pela primeira vez os gêneros rizobianos 

rhizobium, Agrobacterium, Bradyrhizobium e Paraburkholderia e os não rizobianos 

Pleomorphomonas, Pseudomonas, Brucella, Bacillus, Siphonobacter e Labrys nos nódulos de 

Enterolobium contortisiliquum isolados de nódulos radiculares de E. contorsiliquum, oriundos 

de diferentes solos do Semiárido pernambucano. A pesquisa das bactérias associadas a E. 

contorsiliquum apresenta significativa importância científica, uma vez que é fundamental 

compreender a dinâmica da simbiose planta- microrganismo. A capacidade dessas plantas em 

formar nódulos simbióticos tem sido amplamente reconhecida por proporcionar uma série de 

benefícios, tais como maior sobrevivência e crescimento no campo. Nesse sentido, a 

investigação das interações microbianas envolvidas é essencial para o avanço do 

conhecimento na área de microbiologia agrícola e para o desenvolvimento de técnicas 

aprimoradas de cultivo e produção vegetal. 



59 
 

7 CONCLUSÃO 

 
Os isolados de diferentes solos pernambucano demonstraram alta variedade genética de 

acordo com o BOX-PCR; 

Conforme o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA solos de diferentes localidades 

do Semiárido pernambucano, apresentam grande diversidade genética de rizóbios: rhizobium, 

Agrobacterium, Bradyrhizobium e Paraburkholderia e os não rizobianos: Pleomorphomonas, 

Pseudomonas, Brucella, Bacillus, Siphonobacter e Labrys; 

Rhizobium é o gênero de maior ocorrência em nódulos de Enterolobium 

contortisiliquum em diferentes solos do Semiárido pernambucano. 
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