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RESUMO 
 

As atividades de mineração e processamento de minérios são de grande 
importância socioeconômica, entretanto, podem alterar o meio ambiente. O 
estudo da diversidade e a aplicação biotecnológica de bactérias fixadoras de 
nitrogênio que possam atuar na promoção de crescimento de plantas é uma 
alternativa para mitigar os impactos da mineração. Desta forma, este trabalho foi 
realizado com o objetivo de avaliar a diversidade genotípica, fenotípica e 
simbiótica de bactérias nodulíferas que estabelecem simbioses radiculares com 
mudas de leguminosas produzidas em viveiro em área de mineração. Para isto, a 
coleta dos nódulos foi realizada no viveiro pertencente à Mina de Córrego do 
Meio, Propriedade da VALE, no município de Sabará, MG. No viveiro havia 20 
espécies de leguminosas e foram encontrados nódulos em 11, os nódulos foram 
macerados em placas contendo meio de cultura 79 e todos os morfotipos obtidos 
foram isolados e caracterizados culturalmente. Posteriormente, realizou-se 
experimento para autenticar e avaliar a eficiência desses isolados na fixação de 
nitrogênio em simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum). O 
experimento foi realizado em tubetes contendo areia e vermiculita (1:1), sendo os 
controles, os tratamentos sem inoculação de estirpes (com alto e baixo teor de 
nitrogênio mineral) e com inoculação das estirpes de referência para siratro na 
fixação biológica de nitrogênio UFLA 04-0212 e SEMIA 656. O delineamento 
foi inteiramente casualizado com três repetições, conduzido por um período de 45 
dias. Após este período foram avaliados os seguintes parâmetros: número de 
nódulos, matéria seca do nódulo, matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz, 
matéria seca total e eficiência relativa. Os dados foram submetidos à análise de 
variância por meio do teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Para verificar 
a diversidade genética realizou-se a extração do DNA genômico e o 
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Foram obtidos 92 isolados em 
cultura pura, a distribuição destes de acordo com seu tempo de crescimento e 
reação do indicador de pH do meio formaram nove tipos culturais, 17 isolados 
apresentaram crescimento rápido com acidificação do meio, 12 apresentaram 
crescimento rápido sem alteração do pH do meio, 10 apresentaram crescimento 
rápido e alcalinizaram o meio, seis apresentaram crescimento intermediário 
acidificando o meio, cinco apresentaram crescimento intermediário sem 
modificar o pH do meio, sete apresentaram crescimento intermediário com 
alcalinização do meio, um apresentou crescimento lento acidificando o meio, um 
apresentou crescimento lento sem modificar o pH do meio e 33 apresentaram 
crescimento lento alcalinizando o meio. No experimento de autenticação e 
eficiência simbiótica, 90% dos isolados nodularam, a eficiência relativa das 
estirpes autenticadas foi variável, sendo que 10% dos isolados promoveram 
aumento estatisticamente superior ao controle com alto teor de N, ou seja, 



apresentaram alta eficiência na fixação biológica de nitrogênio. Das 92 estirpes 
isoladas foram sequenciadas 37, representantes dos diferentes grupos culturais, as 
quais foram identificadas como pertencentes aos gêneros Bradyrhizobium, 
Rhizobium, Burkholderia, Bacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, Bosea, 
Cohnella e Leifsonia. Os resultados mostraram alta diversidade genética, 
fenotípica e simbiótica. 
 
Palavras-chave: Fixação biológica de nitrogênio. Caracterização cultural. 

Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Macroptilium 
atropurpureum. Recuperação de áreas degradadas. 

 

 

 



ABSTRACT 
 

Mining and mineral dressing activities have a social and economic 
importance, but they canalter the environment. The study on the diversity and 
biotechnological application of nitrogen-fixing bacteria, which play a role on 
promoting plant growth are an alternative to mitigate some mining impacts. Thus, 
the aim of this work was to evaluate the genotypic, phenotypic, and symbiotic 
diversity of nodulating bacteria that establishes root symbioses with legume 
plants grown in a greenhouse in the mining area. For this purpose, the nodules 
were collected in the greenhouse belonging to Mina de Córrego do Meio, 
ownership of VALE, in Sabará municipality. In the greenhouse, there were 20 
legume plant species, which 11 plant species had nodules. They were smashed in 
petri dishes with 79 culture medium.The morphotypes obtained were isolated and 
cultural characterized.After wards a trial was performed to authenticate and 
evaluate the isolates nitrogen fixing efficiency in symbiosis with Siratro 
(Macroptilium atropurpureum). The trial was carried out in tubes containing sand 
and vermiculite (1:1). The treatments were obtained with the isolates plus the 
controls treatments without inoculation of the isolates (with high and low mineral 
nitrogen content) and with inoculation of the reference strains for siratro in 
biological nitrogen fixation UFLA 04-0212 and SEMIA 656.The experimental 
design was completed randomized with three replicates, conducted for 45 days. 
After this period, the following parameters were measured: nodules number, 
nodule dry weight, shoot, root and total dry weight, and relative efficiency. The 
data were analysed by variance analysis using Scott-Knott test at 5% of 
probability. The genetic diversity was verified by the genomic DNA extraction 
and partial sequencing of the16SrRNA gene. 92 isolates were obtained in pure 
culture, which 17 isolates shown fast growing acidifying the79 medium, 12 
isolates shown fast growing without changing the pH of the 79 medium, 10 
isolates shown fast growing alkalinizing the 79 medium, six isolates shown 
moderate growing acidifying the 79 medium, five isolates shown moderate 
growing without changing the pH of the 79 medium, seven isolates shown 
moderate growing alkalinizing the 79 medium, one isolate shown slow growing 
without changing the pH of the79 medium, and 33 isolates shown slow growing 
alkalinizing the 79 medium. In the authentication and symbiotic efficiency trial, 
90% of the isolates nodulated, but their relative efficiency were variable, and 
10% of the isolates promoted an increase statistically higher than the control with 
high N content, showing high biological nitrogen fixation efficiency. From 92 
isolates, 37 strains were sequenced, representing different culture groups, which 
were identified belonging to Bradyrhizobium, Rhizobium, Burkholderia, Bacillus, 



Paenibacillus, Lysinibacillus, Bosea, Cohnella and Leifsonia genera. The results 
show a high genetic, phenotypic, and symbiotic diversity. 
 
Keywords: Biological nitrogen fixation. Cultural characterization. 16SrRNA 

sequencing. Macroptilium atropurpureum. Restoration of degraded 
areas. 

 

 

 



LISTA DE FIGURAS 

 

SEGUNDA PARTE 

 

Figura 1  Distribuição dos 92 isolados de diferentes espécies de mudas 

de leguminosas, em nove tipos culturais baseados no tempo de 

crescimento e alteração do pH do meio de cultura: 

crescimento rápido com acidificação do meio (RA), sem 

alteração do pH do meio (RN) e alcalinizando o meio (RAL); 

de crescimento intermediário acidificando o meio (IA), sem 

modificar o pH do meio (IN) e com alcalinização do meio 

(IAL); de crescimento lento acidificando o meio (LA), sem 

modificar o pH do meio (LN) e alcalinizando o meio (LAL). ..........58 

Figura 2  Número de isolados de cada espécie das mudas de 

leguminosas, em tipos culturais baseados no tempo de 

crescimento e alteração do pH do meio de cultura: 

crescimento rápido com acidificação do meio (RA), sem 

alteração do pH do meio (RN) e alcalinizando o meio (RAL); 

de crescimento intermediário acidificando o meio (IA), sem 

modificar o pH do meio (IN) e com alcalinização do meio 

(IAL); de crescimento lento acidificando o meio (LA), sem 

modificar o pH do meio (LN) e alcalinizando o meio (LAL). ..........59 

Figura 3  Distribuição de todos os isolados obtidos de 11 espécies das 

leguminosas estudadas, com base nas características culturais 

avaliadas: pH, cor, forma, borda, EPS (Produção de 

exopolissacarídeo), CMC (Consistência da massa da colônia) 

e absorção de corante......................................................................60 

 



LISTA DE QUADRO E TABELAS 

 

PRIMEIRA PARTE 

 

Quadro 1  Características gerais das mudas de leguminosas .............................. 24 

 

SEGUNDA PARTE 

 

Tabela 1  Características das espécies das mudas de leguminosas..................... 50 

Tabela 2  Análises químicas e físicas do substrato de cultivo das mudas50 

Tabela 3  Espécies vegetais e número de isolados ............................................ 57 

Tabela 4  Matéria seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR), total 

(MST) e dos nódulos (MSN), número de nódulos (NN) e 

eficiência relativa (EFR) obtidos em plantas de siratro, com 

inoculação de estirpes isoladas de diferentes mudas de 

leguminosas, dois controles positivos (Semia 656 e UFLA 04-

212) e dois controles negativos (Alto (A/N) e baixo teor de 

nitrogênio mineral (B/N)) (1). ............................................................ 62 

Tabela 5  Identificação de estirpes com base nas sequências do 16S rRNA 

mais similares encontradas no GenBank. Os isolados são 

oriundos de diferentes leguminosas................................................... 66 

Tabela 6  Relatos anteriores de simbiose das espécies estudadas ...................... 73 

Tabela 7  Hospedeiros de origem e espécies identificadas ................................ 74 

 



SUMÁRIO 

 

 PRIMEIRA PARTE ..............................................................................14 

1  INTRODUÇÃO .....................................................................................15 

2  REFERENCIAL TEÓRICO .................................................................17 

2.1  Atividade de mineração.........................................................................17 

2.2  Recuperação das áreas degradadas......................................................19 

2.3  Utilização de leguminosas na recuperação de áreas degradadas.........22 

2.4  Características gerais das mudas de leguminosas utilizadas neste 

estudo.....................................................................................................23 

2.5  Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb .............................................26 

2.6  Fixação biológica de nitrogênio (FBN).................................................27 

2.7  Diversidade microbiana........................................................................30 

 REFERÊNCIAS ....................................................................................33 

 SEGUNDA PARTE – ARTIGOS .........................................................43 

 ARTIGO 1 Diversidade fenotípica, genética e simbiótica de 

bactérias isoladas de nódulos de diferentes leguminosas florestais 

em viveiro ..............................................................................................44 

1  INTRODUÇÃO .....................................................................................47 

2  MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................49 

2.1  Área de estudo e coleta de nódulos de rizóbios.....................................49 

2.2  Isolamento e caracterização cultural....................................................52 

2.3  Autenticação dos isolados e eficiência simbiótica.................................53 

2.4  Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA das estirpes 

bacterianas.............................................................................................55 

3  RESULTADOS .....................................................................................57 

3.1  Isolamento e caracterização cultural....................................................57 

3.2  Autenticação e eficiência simbiótica dos isolados.................................61 



3.3  Sequenciamento parcial do gene 16S do rRNA....................................65 

4  DISCUSSÃO..........................................................................................69 

5  CONCLUSÃO.......................................................................................76 

 REFERÊNCIAS ....................................................................................77 

 ANEXOS ...............................................................................................83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

 

PRIMEIRA PARTE 

 

 



15 
 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

As atividades de mineração e processamento de minérios são de grande 

importância socioeconômica, contribuindo para o bem estar e a melhoria de 

qualidade de vida, entretanto, é inevitável a alteração do meio ambiente (FOX et 

al., 1991; FRANCO et al., 1994).    

Desde o final da década de 80 houve a criação de lei que obriga as 

empresas mineradoras a minimizarem os impactos causados ao meio ambiente, 

através da recomposição florística das áreas exploradas e afetadas (BRASIL, 

1989)  

A recuperação da vegetação natural de uma área impactada por metais 

pesados é lenta e incerta, a qual pode ser conseguida através da revegetação. O 

desenvolvimento da vegetação está relacionado à comunidade microbiana do 

solo que pode, entre diversos mecanismos, disponibilizar nutrientes para as 

plantas. 

As bactérias fixadoras de nitrogênio (N2) atmosférico (BFN) são 

microrganismos abundantes em solos de diferentes ecossistemas. Alguns 

gêneros de BFN são capazes de estabelecer simbiose com um grande número de 

espécies leguminosas, caracterizada pela formação de nódulos que são estruturas 

específicas formadas nas raízes e às vezes no caule de algumas espécies, como 

Sesbania rostrata. Nestes nódulos ocorre a conversão do nitrogênio atmosférico 

(N2) em amônia (NH3) pelas BFN forma assimilada pelas plantas, contribuindo 

para o desenvolvimento vegetal. 

Essas bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas em leguminosas 

(BFNNL) são capazes de fornecer a quantidade de nitrogênio total ou parcial 

para o desenvolvimento dessas plantas, justificando a importância dos estudos 

envolvendo BFNNL em cultivos agrícolas e em programas de revegetação de 

solos degradados. As leguminosas, por incorporarem nitrogênio no sistema solo-
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planta e apresentarem crescimento rápido contribuem com o maior aporte de 

material orgânico no solo, permitindo, assim, condições ideais para o 

restabelecimento da biota do solo. 

Aliado a isso, alguns estudos demonstram que algumas BFN apresentam 

resistência a metais pesados (TRANNIN; MOREIRA; SIQUEIRA, 2001; 

MATSUDA; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; FERREIRA et al., 2013). Desta 

forma, a utilização de BFN capazes de estabelecer simbiose com leguminosas 

em áreas contaminadas com metais pesados é de grande importância para a 

recuperação desses ecossistemas. A introdução dessas BFNNL deve ocorrer 

através da inoculação de estirpes nodulíferas eficientes em mudas de 

leguminosas. Sendo estas capazes de se adaptarem e se desenvolverem nos 

diferentes tipos de solos. Por isso, torna-se importante que a BFN, além de 

estabelecer simbiose eficientemente com a leguminosa, seja capaz de tolerar as 

condições edafoclimáticas do ambiente. 

Considerando a importância das BFNNL para o desenvolvimento das 

leguminosas, o objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade genotípica, 

fenotípica e simbiótica de bactérias nodulíferas que estabelecem simbioses 

radiculares com mudas de leguminosas pertencentes ao viveiro do CeBio 

(Centro de Pesquisas e Conservação da Biodiversidade do Quadrilátero 

Ferrífero), propriedade da VALE, visando a seleção de estirpes eficientes em 

estabelecer simbiose com leguminosas, com potencial de uso em reflorestamento 

de áreas degradadas. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Atividade de mineração 

 

A mineração é um dos setores básicos da economia do país, contribui de 

forma decisiva para o bem-estar e a melhoria da qualidade de vida das presentes 

e futuras gerações, pois, a partir da produção minerária criam-se empregos e 

insumos para a indústria em geral, sendo fundamental para o desenvolvimento 

da sociedade (FARIAS; GOMES, 2002). 

O setor mineral, em 2012, gerou US$ 82,3 bilhões de dólares e criou 

aproximadamente 193 mil empregos diretos (DNPM, 2013; IBGE, 2013). Os 

estados que mais produziram minérios em 2012 foram: Minas Gerais (53,2%), 

Pará (28,6%), Goiás (4,1%), São Paulo (2,8%), Bahia (2%) e outros (9,3%) e os 

minérios mais exportados foram nióbio, minério de ferro, manganês, tantalita, 

bauxita, entre outros (IBRAM, 2012). 

O Brasil é o maior produtor mundial de nióbio, o 2º produtor de minério 

de ferro, o 3º de bauxita, o 6º de fosfato, o 12º de potássio, também são 

produzidos magnesita, ouro, vermiculita, estanho, cromo, níquel, entre outros 

(IBRAM, 2012). 

A produção de nióbio em 2012 no Brasil foi de aproximadamente 82 mil 

toneladas, ou seja, 93,52% da produção mundial, e os principais estados 

produtores foram Minas Gerais (69%) e Goiás (30%) (DNMP, 2013) 

A produção de minério de ferro em 2012 no Brasil foi de 400,8 milhões 

de toneladas, ou seja, 11,4% da produção mundial e os principais estados 

produtores foram Minas Gerais (69,2%), Pará (26,8%), Mato Grosso do Sul 

(2,2%) e Amapá (1,7%) (DNPM, 2013). Já a produção de bauxita foi de 33 

milhões de toneladas, o que representa 12,7% da produção mundial (DNPM, 

2013). 
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A produção de fosfato no Brasil foi de 6,7 milhões de toneladas, ou seja, 

3,2% da produção mundial e a de potássio de 400 mil toneladas que representa 

aproximadamente 1% da produção mundial (DNPM, 2013). 

O Brasil é um grande produtor de vários minérios, porém é dependente 

de alguns minérios estratégicos para a economia, importa 91% do potássio e 

51% do fosfato, ambos essenciais para a indústria de fertilizantes e é o 4º maior 

consumidor de fertilizantes do mundo (IBRAM, 2012). 

Todavia, esta atividade assim como toda exploração de recurso natural 

provoca impactos ao meio ambiente, seja com a exploração de áreas naturais ou 

mesmo na geração de resíduos. A poluição visual é um dos efeitos visíveis da 

mineração ao meio ambiente, grandes crateras, paredões e áreas devastadas são 

produtos da mineração (MECHI; SANCHES, 2010). Além disso, outros 

problemas ocorrem, tais como: poluição da água, do ar, sonora, impacto no solo 

e incêndios em decorrência do carvão e rejeitos radioativos (MME, 2002). 

Em áreas degradadas pela mineração, além da retirada da vegetação 

natural, também ocorre uma intensa movimentação e retirada do solo no local de 

abertura da lavra, gerando um volume de solo estéril (MECHI; SANCHES, 

2010).  

Áreas vizinhas também são afetadas, sendo utilizadas como depósitos de 

estéril (substâncias minerais que não têm aproveitamento econômico) e de 

rejeito (rochas ou minerais inaproveitáveis presentes no minério e que são 

separadas deste, total ou parcialmente, durante o beneficiamento) (IBRAM, 

1987). 

Na área na qual o estudo foi realizado, CeBio, o ambiente foi 

morfologicamente modificado com alteração na paisagem em decorrência da 

abertura da lavra, de áreas com depósito de estéril e rejeitos, com abertura de 

estradas. 



19 
 

 

A intensidade da degradação depende do tipo de mineração, do volume 

de solo retirado e dos rejeitos produzidos, mas de forma geral essas áreas irão 

apresentar baixos teores de matéria orgânica, o que prejudica a estruturação do 

solo, torna a atividade biológica insuficiente e diminui a translocação de água e 

nutrientes às plantas, principalmente o nitrogênio e o fósforo (FRANCO et al., 

1995).  

Em alguns casos, como a extração em grandes jazidas, torna a 

reconstituição do ecossistema difícil, porém, através da condução adequada das 

operações de lavra e de um projeto de recuperação, a degradação ambiental pode 

ser minimizada. 

 

2.2 Recuperação das áreas degradadas 

 

A recuperação de áreas degradadas tem como objetivo restabelecer 

funções essenciais para proporcionar o equilíbrio e a sustentabilidade existente 

anteriormente no sistema natural (DIAS; GRIFFITH, 1988). De acordo com a 

Constituição Federal de 1998, artigo 225, estabelece que: “aquele que explorar 

recursos minerais fica obrigado a recuperar o meio ambiente degradado, de 

acordo com solução técnica exigida pelo órgão público competente, na forma de 

lei”.  

O Decreto nº 97.632 de 10 de abril de 1989 estabelece a finalidade do 

Plano de Recuperação de Área Degradada (PRAD) pela mineração, onde: “A 

recuperação deverá ser um processo de reversão de tais áreas em terras 

produtivas e autossustentáveis, de acordo com uma proposta preestabelecida de 

uso do solo, podendo chegar ao nível de uma recuperação de processos 

biológicos – sendo assim chamada ‘reabilitação’ –, ou mesmo aproximar-se 

muito da estrutura ecológica original – restauração”.  
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A recuperação da vegetação natural é lenta e incerta devido a diversos 

fatores como os substratos possuírem características de baixa retenção de água, 

baixa fertilidade dos solos, condições desfavoráveis do solo, atividade biológica 

insuficiente ao crescimento vegetal e a falta de bancos de sementes (BARTH, 

1989; IBAMA, 1990; PARROTTA; TURNBULL, 1997). Assim, uma estratégia 

que vem sendo empregada na recuperação destas áreas é a implantação de 

leguminosas associadas a bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN), pois 

favorecem e aceleram o processo de sucessão vegetal (BROWN; LUGO, 1994) 

por contribuir com a biomassa e pela entrada de nitrogênio na área impactada. 

Segundo Matias et al. (2009) ao avaliarem os benefícios de rizóbios e/ou 

fungos micorrízicos e microrganismos solubilizadores de fosfato na rizosfera de 

Centrosema coriaceum (Leguminosae) e Tibouchina multiflora 

(Melastomataceae) para recuperação de uma área de exploração de minério de 

ferro constataram que a leguminosa cobriu o solo mais rápido, resultando em um 

aumento de nitrogênio e fósforo na biomassa vegetal e melhoria na capacidade 

de retenção da água. 

Melloni et al. (2006) ao avaliarem a eficiência e diversidade de bactérias 

fixadoras de nitrogênio nodulíferas em leguminosas (BFNNL) em áreas 

reabilitadas com gramíneas, leguminosas herbáceas, bracatinga, espécies 

arbóreas nativas e eucalipto concluíram que a maior diversidade de BFNNL foi 

encontrada nas áreas revegetadas com as leguminosas bracatinga e feijão 

guandu. 

Souza et al. (2012), ao avaliarem o potencial de Mimosa 

caesalpiniaefolia, Erythrina speciosa e Schizolobium parahyba, leguminosas 

arbóreas nativas na fase de mudas para revegetação de áreas contaminadas com 

chumbo, encontraram que a espécie M. caesalpiniaefolia foi a única em que os 

parâmetros avaliados não apresentaram efeito aparente sob altas concentrações 

de chumbo. Já as outras duas espécies apresentaram reduções na produção de 
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biomassa e altura das plantas. As altas concentrações de chumbo no solo não 

afetaram estatisticamente o número de nódulos e peso seco de nódulos da M. 

caesalpiniaefolia, porém para E. speciosa houve redução estatisticamente 

significativa para o peso seco de nódulos. De acordo com os resultados, a 

espécie com potencial para a revegetação de solo contaminado com chumbo é a 

Mimosa caesalpiniaefolia. 

No estudo de Ferreira et al. (2013) observou-se que a combinação de 

rizóbios, leguminosas e aplicação de silicato de cálcio podem auxiliar na 

recuperação de solos contaminados por metais pesados. Ao aplicar calcário e 

silicato de cálcio em solo contaminado com metal pesado ocorreu aumento 

significativo no pH do solo, com reduções na disponibilidade de cádmio e zinco. 

Além disso, a aplicação de silicato de cálcio aumentou a disponibilidade de 

fósforo, o número de nódulos, a taxa de fixação de nitrogênio e houve maior 

produção de matéria seca da parte aérea das leguminosas estudadas, Leucaena 

leucocephala, Mimosa caesalpiniaefolia e Mimosa pudica. 

As espécies vegetais utilizadas na recuperação de áreas degradadas 

podem ser provenientes de viveiro, sendo que estes apresentam condições ideais 

para o desenvolvimento de mudas, como: umidade, temperatura, luminosidade, 

proteção contra o vento e chuvas. Conhecer o comportamento dessas espécies 

em viveiro é fundamental para estabelecer o plantio em larga escala em áreas já 

desmatadas (MOREIRA, 1997). 

A revegetação aliada a uma seleção adequada dessas espécies e das 

técnicas de manejo do solo deverá proporcionar a recuperação do ecossistema, 

de maneira a possibilitar o retorno da fauna, principalmente de dispersores e 

polinizadores responsáveis pela introdução de novas espécies na área. 
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2.3 Utilização de leguminosas na recuperação de áreas degradadas 

 

As espécies leguminosas apresentam ampla distribuição geográfica, 

incluindo cerca de 20.000 espécies em aproximadamente 730 gêneros (LEWIS 

et al., 2005). Sendo composta por espécies de todos os tipos de hábito, como 

lianas, herbáceas, arbustos e árvores (FRANCO; RESENDE; CAMPELLO, 

2003). 

 As leguminosas destacam-se por sua grande importância ecológica e 

econômica, estabelecem simbiose com BFN, são produtoras de óleos, resinas, 

sementes utilizadas na alimentação, madeiras que são muito valiosas, além de 

espécies que são exploradas como forrageiras (SIQUEIRA; FRANCO, 1988). 

Além disso, podem ser utilizadas na adubação verde, melhorando as 

propriedades do solo, auxiliando no controle de patógenos e de plantas invasoras 

e quando ocorre a fixação biológica de nitrogênio, contribui para o fornecimento 

de nitrogênio para outras culturas (ESPINDOLA; GUERRA; ALMEIDA, 2005). 

A família Leguminosae é dividida em três subfamílias Papilionoideae, 

Mimosoideae e Caesalpinoideae (APG II, 2003). Vários gêneros de leguminosas 

têm sido estudados nesses últimos anos quanto à capacidade destas em fixar N2 

e, com isso, diversos gêneros nodulíferos e não nodulíferos têm sido 

identificados. De um modo geral, em torno de 23% de todas as espécies já foram 

estudadas quanto a esse respeito e 88% dos gêneros nodulam (FARIA et al., 

1999). Papilionoideae é a que apresenta o maior número de espécies nodulíferas, 

seguida de Mimosoideae e Caesalpinoideae é a menos expressiva (BARBERI et 

al., 1998; FARIA; GUEDES, 1999; SPRENT, 2001). 

O uso de espécies leguminosas apresenta benefícios, essa família se 

associa simbioticamente às bactérias fixadoras de nitrogênio e ocorre a 

incorporação de nitrogênio ao sistema solo-planta. Aliado a isso, apresenta 
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crescimento rápido e sistema radicular profundo, o qual confere maior ciclagem 

de nutrientes (FRANCO; RESENDE; CAMPELLO, 2003).  

A capacidade de nodular e fixar o N2 das leguminosas são fatores 

importantes devido à possibilidade da utilização destas no desenvolvimento de 

sistemas agroflorestais, recuperação de encostas degradadas e recuperação de 

áreas com exploração mineral (FRANCO et al., 1995; FARIA et al., 1998, 2002; 

VIEIRA; FEISTAUER; SILVA, 2003).  

Para a leguminosa se beneficiar da fixação de N2 devem-se considerar as 

comunidades nativas de BFN, pois a eficiência dessa simbiose depende das 

características da planta, da bactéria, do clima e do solo, além do grau de 

especificidade simbiótica entre a planta e a bactéria inoculada. 

A simbiose com as BFN, sendo eficiente, apresenta a vantagem 

econômica de dispensar totalmente ou parcialmente o uso de fertilizantes 

nitrogenados industriais, pois a FBN vai disponibilizar nitrogênio às plantas, 

reduzindo os custos com esse insumo (MATSUDA; MOREIRA; SIQUEIRA, 

2002). 

 

2.4 Características gerais das mudas de leguminosas utilizadas neste estudo  
 

 O viveiro de mudas do CeBio (Centro de Pesquisas e Conservação da 

Biodiversidade do Quadrilátero Ferrífero) pertencente à Mina de Córrego do 

Meio, Propriedade da VALE, localizada no município de Sabará, MG, está 

focado na reprodução de espécies arbóreas, arbustivas e produção de mudas de 

espécies dos campos rupestres, principalmente orquídeas e bromélias. 

 As mudas produzidas no CeBio são destinadas à implantação e 

manutenção de bancos de germoplasma, recuperação de áreas mineradas pela 

Vale e projetos desenvolvidos por outras instituições e organizações.  

 



Quadro 1 Características gerais das mudas de leguminosas 

Espécies Subfamília Distribuição em 
Minas Gerais 

Nodulação Aplicações Referências 

Abarema 
brachystachya 

(DC.) Barneby & 
J.W. Grimes 

Mimosoideae Domínio Atlântico SI 
Madeira é apreciada para 

diversos fins 
Oliveira – Filho, 

2006 

Enterolobium 
contortisiliquum 
(Vell.) Morong. 

Mimosoideae 
Domínios 

Atlântico, Cerrado 
e Mata Seca 

+ 

Árvore de rápido 
crescimento inicial pode ser 

utilizada para 
reflorestamento de áreas 

degradadas, juntamente com 
outras espécies 

Lorenzi, 2008; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Enterolobium 
gummiferum 

(Mart.) J.F. Macbr. 
Mimosoideae 

Domínios Atlântico 
e Cerrado 

SI 

Paisagismo; Construção 
civil; Goma da casca, as 

folhas e a seiva são reputadas 
como medicinais 

Lorenzi, 2009; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Mimosa 
bimucronata (DC.) 

Kuntze 
Mimosoideae Domínio Atlântico + 

Madeira utilizada na 
carpintaria, marcenaria; 

Cerca viva 

Lorenzi, 2009; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Plathymenia 
reticulada Benth. 

Mimosoideae 
Domínios 

Atlântico, Cerrado 
e Mata Seca 

SI 
Paisagismo; Madeira é 

própria para mobiliário de 
luxo; Construção civil 

Lorenzi, 2008; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Centrolobium 
tomentosum Guill. 

ex Benth 
Papilionoideae 

Domínios Atlântico 
e Cerrado 

+ 

Recomposição de áreas 
degradadas em plantios 

mistos por ser pioneira e de 
rápido crescimento 

Lorenzi, 2008; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Continua... 
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Quadro 1 “conclusão” 

Espécies Subfamília Distribuição em 
Minas Gerais 

Nodulação Aplicações Referências 

Dalbergia 
miscolobium 

Benth. 
Papilionoideae 

Domínios Atlântico 
e Cerrado 

SI 
Recomposição arbórea de 

áreas degradadas juntamente 
com outras espécies 

Lorenzi, 2008; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Dalbergia nigra 
(Vell.) Allemão ex 

Benth. 
Papilionoideae 

Domínios Atlântico 
e Cerrado 

+ 

Planta com caráter pioneiro, 
rústica e adaptada a terrenos 
secos, utilizada para plantios 
mistos em áreas degradadas 

de preservação 

Lorenzi, 2008; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Machaerium 
nictitans (Vell.) 

Benth. 
Papilionoideae 

Domínios 
Atlântico, Cerrado 

e Mata Seca 
SI 

A espécie é adequada para o 
plantio misto em áreas 

degradadas por ser rústica e 
adaptada à luz direta 

Lorenzi, 2009; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Ormosia arborea 
(Vell.) Harms 

Papilionoideae 
Domínios Atlântico 

e Cerrado 
SI 

A árvore pode ser utilizada 
juntamente com outras 

espécies para plantios mistos 
destinados à recomposição 

de áreas degradadas de 
preservação permanente 

Lorenzi, 2008; 
Oliveira – Filho, 

2006 

Platypodium 
elegans Vogel 

Papilionoideae 
Domínios 

Atlântico, Cerrado 
e Mata Seca 

+ 
Planta pioneira e rústica 

utilizada na recomposição de 
áreas degradadas 

Lorenzi, 2008; 
Oliveira – Filho, 

2006 
SI: Sem informação de relatos de nodulação  
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2.5 Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb 

 

O Macroptilium atropurpureum (siratro) é uma espécie originária do 

México e ocorre naturalmente em alguns países da América Central e do Sul. É 

uma leguminosa, perene, com raízes profundas, trepadeira herbácea (PUPO, 

1979). 

O siratro é uma leguminosa forrageira que pode ser utilizada na 

recuperação de pastagem devido a grande produção de matéria seca e elevada 

taxa de fixação de nitrogênio (MACHARIA et al., 2010). Também pode ser 

usado na adubação verde por ser adaptado às condições de baixa fertilidade do 

solo e por ser uma leguminosa perene, ou seja, mantém suas folhas durante o 

período de floração, formando uma cobertura permanente no solo 

(ESPINDOLA; GUERRA; ALMEIDA, 2005).  

Em estudo realizado por Perin et al. (2009), para avaliar o efeito da 

cobertura viva formada por leguminosas perenes (amendoim forrageiro, cudzu 

tropical, siratro) e pela vegetação espontânea (gramínea) e vegetação espontânea 

+ N (fertilizante), verificaram que todas as leguminosas proporcionaram 

aumento no crescimento das bananeiras em relação aos tratamentos com 

vegetação espontânea (com ou sem N fertilizante). O potencial benéfico das 

leguminosas cudzu tropical e siratro, como coberturas vivas, qualifica essas 

espécies como alternativas promissoras para fertilização do solo, adubação e 

nutrição das bananeiras. 

A espécie M. atropurpureum é considerada uma hospedeira promíscua 

por estabelecer simbiose com bactérias nodulíferas em leguminosas de 

diferentes gêneros, como Rhizobium e Sinorhizobium (BROMFIELD; 

BARRAN, 1990; TRINICK; MILLER; HADOBAS, 1991), Mesorhizobium e 

Bradyrhizobium (JORDAN, 1984), Azorhizobium (FLORENTINO; MOREIRA, 

2009; GONÇALVES; MOREIRA, 2004; MOREIRA et al., 2006) e as bactérias 
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da subclasse β – proteobactéria, Burkholderia (MOULIN et al., 2001; SILVA, 

2009; CARVALHO, 2010) e Cupriavidus (SILVA et al., 2012). 

Segundo Moreira e Siqueira (2006), as espécies conhecidas de bactérias 

fixadoras de nitrogênio que estabelecem simbiose com M. atropurpureum são, 

Rhizobium leguminosarum (FRANK, 1879, 1889), biovares phaseoli, trifolii, 

viceae (JORDAN, 1984), Rhizobium giardinii (AMARGER; MACHERET; 

LAGUERRE, 1997) biovares phaseoli, giardinii, Rhizobium gallicum 

(AMARGER; MACHERET; LAGUERRE, 1997), Bradyrhizobium japonicum 

(JORDAN, 1984), Bradyrhizobium canariense (VINUESA et al., 2005), 

Azorhizobium doebereinerae (syn. A johannae) (MOREIRA et al., 2006) e 

Mesorhizobium loti (JARVIS; BPANKHURST; PATEL, 1982; JARVIS et al., 

1997; JORDAN, 1984), com as respectivas estirpes tipo: ATCC10004T, H152T, 

R602spT, ATCC10324T, BTA-1T, BR5401T e NZP2213T . 

O siratro tem sido muito utilizado em estudos que objetivem a captura 

de bactérias nodulíferas em leguminosas, por ser uma leguminosa promíscua, de 

pequeno porte o que facilita a manipulação e por ter sementes viáveis por longos 

períodos (JESUS et al., 2005; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; LIMA et al., 

2009). 

 

2.6 Fixação biológica de nitrogênio (FBN) 

 

O nitrogênio é o elemento mais abundante na atmosfera terrestre, 

constituindo em torno de 78% do ar atmosférico, sendo essencial à 

sobrevivência e ao crescimento dos organismos. Representa um dos principais 

componentes das biomoléculas, fazendo parte da estrutura dos ácidos nucléicos, 

aminoácidos, proteínas, bases nitrogenadas, entre outras moléculas (KIM; 

REES, 1994). 
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Apesar da abundância de N2 na atmosfera, esse gás não é utilizado de 

forma direta pela maioria dos seres vivos. Apenas alguns organismos do grupo 

dos procariotos conseguem converter ou reduzir enzimaticamente o nitrogênio 

da atmosfera (N2) em amônia (NH3), uma forma assimilável que pode ser 

incorporada para o crescimento e manutenção das células (DOBEREINER, 

1984). 

Estes organismos são denominados bactérias fixadoras de nitrogênio 

(BFN) e o processo responsável pela incorporação de nitrogênio (N2) à biomassa 

é chamado de fixação biológica de nitrogênio (FBN) (MOREIRA; SIQUEIRA, 

2006).  

A fixação biológica de nitrogênio envolve uma série de etapas que 

começam com a adaptação da bactéria à sua leguminosa hospedeira e culminam 

na fixação do N2 atmosférico (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O processo de 

infecção e colonização de plantas por bactérias é um evento dinâmico e para a 

ocorrência é necessária a troca de sinais moleculares, indicando o 

reconhecimento entre os simbiontes. Em seguida ocorre a adesão à superfície 

vegetal, penetração e multiplicação no interior da planta (REIS; OLIVARES, 

2006). 

As bactérias nodulíferas migram em direção às raízes ou caule em 

decorrência dos flavonóides que são secretados pela planta, estes funcionam 

como sinalizadores para as bactérias que possuem a proteína NodD, a planta 

reconhece os fatores de Nod e inicia-se o encurvamento do pelo radicular e, 

posteriormente, a formação dos nódulos (SPAINK et al., 1991; MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006). A penetração da bactéria pode ocorrer através de aberturas 

naturais como estômatos, lenticelas ou através de injúrias e feridas (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006; REIS; OLIVARES, 2006). 

 Os nódulos são estruturas específicas onde ocorre a redução de N2 a 

NH3, intermediada pelo complexo enzimático denominado nitrogenase. A 
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amônia é disponibilizada para a planta em contrapartida ao fornecimento de 

fotoassimilados para as bactérias (ALBINO; CAMPO, 2001). 

As principais reações bioquímicas em plantas envolvem a presença do 

N, sendo um dos elementos absorvidos em maior quantidade pelas plantas 

cultivadas, esse se perde facilmente por lixiviação, volatilização e 

desnitrificação, sendo necessário um manejo adequado da adubação tanto do 

ponto de vista econômico como ecológico e agronômico (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006).  

Devido ao alto custo da produção agrícola e aos problemas ambientais é 

importante recorrer ao processo de FBN, o qual contribui para a qualidade 

ambiental e outros processos biológicos do solo, além de reduzir o custo da 

atividade produtiva, por ser um processo natural, não poluente, por consumir 

energia da fotossíntese e ser manipulável e barato (MOREIRA; SIQUEIRA, 

2006).  

O melhor exemplo de utilização do processo de FBN é o da inoculação 

de BNL do gênero Bradyrhizobium na cultura da soja, onde a adubação 

nitrogenada é totalmente substituída. 

A simbiose das BFN com leguminosas são caracterizadas pela formação 

de nódulos, porém essas bactérias também podem ser de vida livre ou 

encontradas em associação com plantas de outras famílias, mas sem a formação 

de nódulos (ESPÍNDOLA; GUERRA; ALMEIDA, 1997). 

As BFNNL são encontradas principalmente no filo α – Proteobacteria na 

Ordem Rhizobiales, nos seguintes gêneros Rhizobium (FRANK, 1889), 

Sinorhizobium (CHEN; YAN; LI, 1988; DE LAJUDIE et al., 1994), 

Allorhizobium (DE LAJUDIE et al., 1998), Bradyrhizobium (JORDAN, 1984), 

Azorhizobium (DREYFUS; GARCIA; GILIS, 1988), Devosia (RIVAS et al., 

2002; 2003), Mesorhizobium (JARVIS et al., 1997), Methylobacterium (SY et 

al., 2001, JOURAND et al., 2004), Ochrobactrum (TRUJILLO et al., 2005). 
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Chen et al. (2001) e Moulin et al. (2001) observaram que bactérias do filo β – 

Proteobacteria pertencentes à Ordem Burkholderiales identificadas como 

Burkholderia sp. e Cupriavidus sp. também são capazes de se associar com 

leguminosas.  

Estirpes de BFNN e espécies leguminosas podem variar de altamente 

específicas a altamente promíscuas, ou seja, são capazes de estabelecer simbiose 

com poucos ou com vários parceiros. A promiscuidade do hospedeiro pode ser 

um fator limitante à fixação biológica de nitrogênio, já que algumas espécies 

nodulam com várias estirpes de BFN. Deste modo torna-se necessário a seleção 

de estirpes eficientes na FBN que possam competir pelos mesmos sítios de 

infecção com a comunidade nativa, que é muito diversa e às vezes pouco 

eficiente, e a inoculação deve conter elevado número de células para dar uma 

vantagem competitiva à população introduzida (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).  

Em estudo realizado por Matsuda, Moreira e Siqueira (2002), verificou-

se a tolerância de rizóbios ao cobre, cádmio e zinco, no qual demonstraram que 

estirpes de Bradyrhizobium procedentes de solos contaminados e isolados de 

hospedeiros de Enterolobium apresentaram alta tolerância a esses metais, 

ressaltando a importância dos estudos de seleção de estirpes. 

A seleção de estirpes eficientes de BFN é de extrema importância, pois 

através dessas é possível produzir mudas com potencial de uso em áreas 

degradadas e de reflorestamento, com crescimento rápido e resistentes às 

condições de campo. 

 

2.7 Diversidade microbiana 

 

Os Microrganismos apresentam elevada diversidade genética, 

morfológica e desempenham funções cruciais nos ecossistemas como 
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componentes fundamentais das cadeias alimentares e dos ciclos biogeoquímicos 

(MYERS, 1996). 

A diversidade de microrganismos é muito vasta, porém grande parte 

destes é desconhecida. Estima-se que menos de 0,1% e no máximo 10% das 

espécies microbianas tenham sido caracterizadas e descritas, dependendo do 

habitat estudado (STURSA et al., 2009). 

A razão para o baixo número de espécies descritas é a dificuldade no 

cultivo destes microrganismos em condições laboratoriais, incluindo o pouco 

conhecimento sobre seus requisitos nutricionais e a biologia de organismos 

presentes em diferentes amostras ambientais (LIMA et al., 2009). 

A biologia molecular tem contribuído significativamente para o avanço 

no conhecimento da diversidade microbiana, porém não dispensa o uso de dados 

fenotípicos e simbióticos. Dentre as análises fenotípicas, a caracterização 

cultural é primordial para a classificação de novos microrganismos e auxiliam 

nos estudos de diversidade (JESUS et al., 2005). 

Com o advento das técnicas moleculares, o sequenciamento de genes 

que codificam para subunidades do RNA ribossomal (16S, 23S e 5S) tem sido 

amplamente empregado para estudos de diversidade. 

Os RNAs ribossomais são moléculas universais com funções altamente 

específicas estabilizadas ao longo da evolução e não sofreram influência por 

mudanças no ambiente, sendo o gene 16S rRNA um dos mais utilizados para 

detectar as relações entre bactérias (WOESE, 1991). 

O gene 16S rRNA pode ser amplificado pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e o produto da PCR sequenciado. Comparações entre as 

sequências de nucleotídeos do 16S rRNA têm sido utilizadas para avaliar 

relações filogenéticas entre espécies de bactérias fixadoras de nitrogênio (LIMA 

et al., 2009; GUIMARÃES et al., 2012; COSTA et al., 2013). 
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Nos estudos de diversidade microbiana, a técnica de PCR é utilizada em 

várias metodologias como análise de restrição do rDNA amplificado (ARDRA), 

no polimorfismo do tamanho do fragmento de restrição terminal (TRFLP), na 

amplificação aleatória de DNA polimórfico (RAPD), na análise do espaço 

ribossomal intergênico (RISA), na eletroforese em gel com gradiente 

desnaturante (DGGE), na eletroforese em gel de gradiente de temperatura 

(TGGE) e no polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP) (KIRK et al., 

2004) 

Estudos que visem identificar a ocorrência, a diversidade e a eficiência 

de bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas em leguminosas podem fornecer 

informações importantes sobre a ecologia destes micro-organismos. 
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RESUMO 
 

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a diversidade 
fenotípica, genotípica e simbiótica de bactérias presentes em nódulos de 
diferentes leguminosas. Para isto, a coleta dos nódulos foi realizada no viveiro 
pertencente à Mina de Córrego do Meio, Propriedade da VALE, no município de 
Sabará, MG. No viveiro havia 20 espécies de leguminosas, no entanto foram 
encontrados nódulos somente em 11. Os nódulos foram macerados em placas 
contendo meio de cultura 79 e todos os morfotipos obtidos foram isolados e 
caracterizados culturalmente, posteriormente realizou-se experimento para 
autenticar e avaliar a eficiência desses isolados na fixação de nitrogênio em 
simbiose com siratro (Macroptilium atropurpureum). O experimento foi 
realizado em tubetes contendo areia e vermiculita (1:1), sendo os controles, os 
tratamentos sem inoculação de estirpes (com alto e baixo teor de nitrogênio 
mineral) e com inoculação das estirpes de referência para siratro na fixação 
biológica de nitrogênio, UFLA 04-0212 e SEMIA 656. O delineamento foi 
inteiramente casualizado com três repetições, conduzido por um período de 45 
dias. Após este período foram avaliados os seguintes parâmetros: número de 
nódulos, matéria seca do nódulo, matéria seca da parte aérea, matéria seca da 
raiz, matéria seca total e eficiência relativa. Os dados foram submetidos à análise 
de variância por meio do teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Para 
verificar a diversidade genética realizou-se a extração do DNA genômico e o 
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Foram obtidos 92 isolados em 
cultura pura, destes 42,39% apresentaram crescimento rápido, 19,56% de 
crescimento intermediário, 38,04% de crescimento lento. Quanto à modificação 
do pH do meio de cultura, 26,08% acidificaram, 19,56% mantiveram o pH 
neutro e 54,34% alcalinizaram. No experimento de autenticação e eficiência 
simbiótica, 90% dos isolados nodularam, a eficiência relativa das estirpes 
autenticadas foi variável, sendo que 10% dos isolados promoveram aumento 
estatisticamente superior ao controle com alto teor de N, ou seja, apresentaram 
alta eficiência na fixação biológica de nitrogênio. Das 92 estirpes isoladas foram 
sequenciadas 37, representantes dos diferentes grupos culturais as quais foram 
identificadas como pertencentes aos gêneros Bradyrhizobium, Rhizobium, 
Burkholderia, Bacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, Bosea, Cohnella e 
Leifsonia. Os resultados mostraram alta diversidade genética, fenotípica e 
simbiótica. Além disso, verificou-se que algumas das estirpes estudadas 
apresentaram alto potencial biotecnológico. 
 
Palavras-chave: Fixação biológica de nitrogênio. Caracterização cultural. 

Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Macroptilium 
atropurpureum. Recuperação de áreas degradadas.  
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ABSTRACT 
 

The aim of this work was to evaluate the genotypic, phenotypic, and 
symbiotic diversity of bacteria present in nodules of different legume plants. For 
this purpose, the nodules were collected in the greenhouse belonging to Mina de 
Córrego do Meio, ownership of VALE, in Sabará municipality. In the 
greenhouse, there were 20 legume plant species, which 12 plant species had 
nodules. They were smashed in petri dishes with 79 culture medium.The 
morphotypes obtained were isolated and cultural characterized. After wards a 
trial was performed to authenticate and evaluate the isolates nitrogen fixing 
efficiency in symbiosis with siratro (Macroptilium atropurpureum). The trial 
was carried out in tubes containing sand and vermiculite (1:1). The treatments 
were obtained with the isolates plus the controls treatments without inoculation 
of the isolates (with high and low mineral nitrogen content) and with inoculation 
of the reference strains for siratro in biological nitrogen fixation UFLA 04-0212 
and SEMIA 656.The experimental design was completed randomized with three 
replicates, conducted for 45 days. After this period, the following parameters 
were measured: nodules number, nodule dry weight, shoot, root and total dry 
weight, and relative efficiency. The data were analysed by variance analysis 
using Scott-Knott test at 5% of probability. The genetic diversity was verified by 
the genomic DNA extraction and partial sequencing of the16SrRNA gene. 92 
isolates were obtained in pure culture, which 42,39% isolates shown fast 
growing, 19,56% shown moderate growing, 38,04% shown slow growing. 
Alteration of pH of the 79 medium, 26,08% acidified, 19,56% remained neutral 
pH e 54,34% alkalinizing. In the authentication and symbiotic efficiency trial, 
90% of the isolates nodulated, but their relative efficiency were variable, and 
10% of the isolates promoted an increase statistically higher than the control 
with high N content, showing high biological nitrogen fixation efficiency. From 
92 isolates, 37 strains were sequenced, representing different culture groups, 
which were identified belonging to Bradyrhizobium, Rhizobium, Burkholderia, 
Bacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, Bosea, Cohnella and Leifsonia genera. 
The results show a high genetic, phenotypic, and symbiotic diversity. 
Furthermore, it was found that some of the strains present great biotechnological 
potential. 
 
Keywords: Biological nitrogen fixation. Cultural characterization. 16SrRNA 

sequencing. Macroptilium atropurpureum. Restoration of degraded 
areas. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A mineração é uma atividade de grande importância para a sociedade e 

para a economia brasileira, entretanto gera impactos no ambiente como poluição 

do ar, da água, do solo e sonora. 

As áreas de mineração apresentam baixos teores de matéria orgânica, 

diminui a translocação de água e nutrientes às plantas, principalmente nitrogênio 

e fósforo e torna a atividade biológica insuficiente (FRANCO et al., 1995). 

A recuperação dessas áreas dependerá, dentre outros fatores, de uma 

microbiota ativa em virtude de sua participação na ciclagem de nutrientes e nas 

mudanças físico-químicas necessárias para o crescimento das plantas.  

As bactérias fixadoras de nitrogênio (N2) atmosférico (BFN) são 

microrganismos abundantes em solos de diferentes ecossistemas. Alguns 

gêneros de BFN são capazes de estabelecer simbiose com um grande número de 

espécies leguminosas, caracterizada pela formação de nódulos, nestes ocorre a 

conversão do nitrogênio atmosférico (N2) em amônia (NH3), que será utilizada 

no metabolismo vegetal, contribuindo para o seu desenvolvimento.  

Estudos com leguminosas florestais vêm sendo realizados em processos 

de restauração de solos degradados pela mineração devido ao fato destas 

obterem nitrogênio pela simbiose com bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN), 

contribuindo para o estabelecimento de ecossistemas florestais e acelerando a 

sucessão natural (FRANCO; FARIA, 1997). 

A maior diversidade de bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas em 

leguminosas (BFNNL) pode maximizar o processo de fixação biológica de 

nitrogênio (FBN) em áreas degradadas devido ao fato destas poderem realizar a 

simbiose com várias espécies de leguminosas, aumentando a resiliência dos 

processos microbianos no solo (MELLONI et al., 2006; MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006). 
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Estudos de diversidade de bactérias nodulíferas em leguminosas têm 

utilizado plantas isca, que capturam populações de BFN de amostras de solo ou 

diretamente das raízes das plantas através da coleta de nódulos, este último 

demonstra a relação da diversidade de BFN com a diversidade de suas espécies 

hospedeiras (MOREIRA, 2008). 

Para se ter acesso à diversidade, o isolamento e a caracterização cultural 

(cor, diâmetro das colônias, borda, forma, elevação, superfície, consistência da 

colônia, produção de exopolissacarídeos, absorção de corante) são primordiais 

para a classificação de novos microrganismos (JESUS et al., 2005), os gêneros 

de BFNNL podem ser diferenciados pela caracterização cultural em meio de 

cultura 79. 

Guimarães et al. (2012), ao estudarem a diversidade genética e 

simbiótica de BFN isoladas de solos agrícolas da Amazônia Ocidental, 

utilizando feijão caupi (Vigna unguiculata) como planta isca, por meio do 

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Estes autores verificaram que as 

estirpes de crescimento intermediário e as de crescimento lento, que 

alcalinizaram ou mantiveram o pH neutro em meio 79 foram identificadas, 

predominantemente, como sendo do gênero Bradyrhizobium e apresentaram alta 

diversidade genética entre as estirpes. As características culturais observadas são 

típicas desse gênero, demonstrando que dados fenotípicos aliados às técnicas 

moleculares tornam a identificação de microrganismos mais completa e precisa. 

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a 

diversidade fenotípica, genotípica e simbiótica de bactérias presentes em 

nódulos de mudas de diferentes leguminosas. Além de verificar a eficiência 

simbiótica destas bactérias em siratro (Macroptilium atropurpureum). 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Área de estudo e coleta de nódulos de rizóbios 

 

Este trabalho está vinculado ao projeto “Diversidade de plantas e de 

organismos do solo com potencial biotecnológico e indicadores de recuperação 

ambiental em Minas Gerais”. 

A coleta de nódulos de mudas das leguminosas foi realizada em 9 de 

outubro de 2013, no viveiro pertencente à Mina de Córrego do Meio, 

Propriedade da VALE, localizada no município de Sabará, MG.  

No viveiro estudado havia 20 espécies de leguminosas, dentre as 

nodulíferas foram encontrados nódulos nas raízes de 11 espécies leguminosas: 

Abarema brachystachya (5 nódulos), Centrolobium tomentosum (6 nódulos), 

Dalbergia miscolobium (5 nódulos), Dalbergia nigra (3 nódulos), Enterolobium 

contortisiliquum (7 nódulos), Enterolobium gummiferum (4 nódulos), 

Machaerium nictitans (5 nódulos), Mimosa bimucronata (5 nódulos) , Ormosia 

arborea (5 nódulos), Plathymenia foliolosa (5 nódulos) e Platypodium elegans 

(6 nódulos), totalizando 57 nódulos (Tabela 1). Não foram encontrados nódulos 

nas raízes de Dalbergia sp., Inga cylindrica, Inga vulpina e Mimosa 

pogocephala. E havia cinco não nodulíferas: Cassia ferruginea, Hymenaea 

courbaril, Senna macranthera Senna multijuga, Schizolobium parahyba.   

Na coleta, sistemas radiculares das espécies de leguminosas foram 

retirados de sacos plásticos manualmente. Após a coleta, ainda no viveiro, os 

nódulos foram lavados em água corrente e armazenados em frascos de vidro 

com tampa rosqueável, contendo um chumaço de algodão e sílica gel, 

respectivamente, até a etapa de isolamento no Laboratório de Biologia, 

Microbiologia e Processos Biológicos do Solo (DCS) da Universidade Federal 

de Lavras (UFLA). 
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Tabela 3 Características das espécies das mudas de leguminosas 
Espécies Subfamília Hábito Idade das mudas 
Abarema brachystachya Mimosoideae Árvore 7 meses 
Centrolobium tomentosum Papilionoideae Árvore 5 meses 
Dalbergia nigra Papilionoideae Árvore 10 meses 
Dalbergia miscolobium Papilionoideae Árvore 10 meses 
Enterolobium contortisiliquum Mimosoideae Árvore 7 meses 
Enterolobium gummiferum Mimosoideae Árvore 10 meses 
Machaerium nictitans Papilionoideae Árvore 9 meses 
Mimosa bimucronata Mimosoideae Árvore 8 meses 
Ormosia arborea Papilionoideae Árvore 7 meses 
Plathymenia foliolosa Mimosoideae Árvore 8 meses 
Platypodium elegans Papilionoideae Árvore 11 meses 
 

Foram retiradas amostras do substrato de cultivo das mudas após a 

retirada dos nódulos das raízes. Estas amostras foram submetidas a análises 

químicas e físicas efetuadas no Laboratório de Análises de Solo do 

Departamento de Ciência do Solo da Universidade Federal de Lavras. O 

substrato apresentava pH tendendo à neutralidade (6,5), à alta fertilidade 

indicada pelos valores das bases trocáveis e porcentagem da saturação de bases 

(79,85%) (Tabela 2). 

 

 

 

  



Tabela 4 Análises químicas e físicas do substrato de cultivo das mudas 
pH K+ P Ca2+ Mg2+ Al3+ H+Al SB t T V m 

 ----- mg/dm3 ----- --------------------------------- cmol/dm3 --------------------------------- ------- % ------- 
6,5 146 90,6 9,5 1,6 0 2,9 11,47 11,47 14,37 79,85 0 

Alto 
Muito 
Bom 

Muito 
Bom 

Muito 
Bom 

Muito 
Bom 

Muito 
Baixo 

Médio 
Muito 
Bom 

Muito 
Bom 

Bom Bom 
Muito 
Baixo 

M.O P-rem Zn Fe Mn Cu B S Argila Silte Areia  
dag/kg mg/L -------------------------- mg/dm3 --------------------------- --------- dag/kg ---------  
3,28 8,05 8,68 34,58 84,73 0,92 0,28 24,45 57 5 38  

Médio 
Muito 
Bom 

Muito 
Bom 

Bom 
Muito 
Bom 

Médio Baixo 
Muito 
Bom 

    

Legenda: 
pH em água; Ca – Mg – Al – Extrator: KCl – 1 mol/L  S – Extrator – Fosfato monocálcio em ácido acético 
SB = Soma de bases trocáveis      P – Na – K – Fe – Zn – Mn – Cu – Extrator Mehlich 1 
CTC (T) – Capacidade de Troca Catiônica a pH 7,0  H + Al – Extrator : SMP 
m = Índice de Saturação de Alumínio    CTC (t) - Capacidade de Troca Catiônica Efetiva 
P-rem: Fósforo remanescente     V = Índice de Saturação de Bases 
Mat. Org. (MO) – Oxidação: Na2Cr2O7 4N+H2SO4 10N  B – Extrator água quente 
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2.2 Isolamento e caracterização cultural 

 

Para o isolamento das bactérias foram utilizados os nódulos 

provenientes de cada espécie de leguminosa. Primeiramente, os nódulos foram 

lavados e hidratados em água destilada estéril, por trinta minutos. Após esse 

procedimento, os nódulos foram desinfestados superficialmente, sendo 

primeiramente imersos em álcool etílico 95% por 30 segundos, em seguida em 

H2O2 por três minutos e, após, lavados seis vezes em água destilada estéril. A 

cada desinfestação dos nódulos de plantas diferentes foram trocados todos os 

reagentes (álcool, H2O2 e água), sendo que a cada troca a água foi plaqueada 

para comprovar a eficácia do processo de desinfestação. Os nódulos foram 

macerados em placas contendo meio de cultura 79 (FRED; WAKSMAN, 1928) 

e o líquido obtido foi espalhado em forma de estrias compostas para a obtenção 

de colônias isoladas. 

Todos os morfotipos observados foram plaqueados para purificação, 

após esse processo os isolados foram estocados em tubo de ensaio com tampa 

rosqueável contendo meio 79 (sólido), mais óleo mineral em meio 79 (líquido), 

mais glicerol 20% e armazenado a 4ºC. Além disso, foram mantidos em água 

destilada estéril, em temperatura ambiente. 

Os isolados foram avaliados quanto às características culturais, como 

alteração do pH do meio de cultura após o crescimento da bactéria (ácido, neutro 

ou alcalino), taxa de crescimento avaliado pelo tempo de formação de colônias 

isoladas (1-3 dias, crescimento rápido; 4-5 dias, crescimento intermediário; 6-10, 

crescimento lento; mais de 10 dias, crescimento muito lento), alteração do pH do 

meio (acidificação, neutralização e alcalinização) conforme (MOREIRA, 1991), 

características das colônias: cor (creme, branca, amarela ou rosa), diâmetro das 

colônias (mm), borda (inteira, ondulada, filamentosa, lobada ou denteada), 

forma (circular, irregular ou puntiforme), elevação (plana, lente, convexa, drop-
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like, umbilicada ou umbanada), superfície (lisa, rugosa ou papilosa) detalhes 

ópticos (transparente ou opaca), consistência da colônia (seca, aquosa, gomosa, 

butírica ou viscosa), elasticidade, produção de exopolissacarídeos (escassa, 

pouca, moderada ou abundante) e absorção de corante (JESUS et al., 2005). 

 

2.3 Autenticação dos isolados e eficiência simbiótica 

 

Foram testados 90 isolados obtidos (dois não foram testados devido à 

obtenção tardia de colônias puras), contemplando 11 espécies de leguminosas 

estudadas. Esses foram autenticados em siratro (Macroptilium atropurpureum) a 

fim de verificar sua capacidade nodulífera e sua eficiência para fixação biológica 

de nitrogênio nessa leguminosa.  

O experimento foi conduzido de dezembro (2013) a fevereiro (2014) em 

casa de vegetação do Laboratório de Biologia, Microbiologia e Processos 

Biológicos do Solo (DCS) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As 

plantas foram cultivadas em tubetes de polipropileno com capacidade 

volumétrica de 250 cm3 contendo uma mistura de areia e vermiculita na 

proporção de 1:1 (v:v) e adicionada solução nutritiva de Hoagland 

(HOAGLAND; ARNON, 1950) esterilizada, de acordo com a necessidade das 

plantas. 

O experimento constituiu-se de três repetições, utilizando um 

delineamento inteiramente casualizado com 94 tratamentos, sendo 90 isolados, 

dois controles negativos (um com teor de nitrogênio mineral (N) ideal para o 

desenvolvimento das plantas e outro com baixo teor de N, ambos sem 

inoculação) e dois controles positivos (com baixo teor de N mineral e inoculado 

com as estirpes referência para espécie vegetal em estudo, UFLA 04-212 e 

SEMIA 656).  
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Os dois controles negativos foram adicionados para comprovar a 

ausência de contaminação e para comparação com as plantas inoculadas. Nos 

tratamentos controle com baixo teor de N e nos inoculados, a solução nutritiva 

de Hoagland utilizada continha 5,25 mg.L-1 de N, a qual é considerada uma dose 

de arranque para o processo de fixação biológica de nitrogênio. As seguintes 

quantidades de solução estoque foram adicionadas em 4 L de água: 0,1 mL de 

114 g.L-1 NH4H2PO4; 0,6 mL de 101,11 g.L-1 KNO3; 0,4 mL de 236,16 g.L-1 

Ca(NO3)2.4H2O; 2 mL de 246,9 g.L-1 MgSO4.7H2O; 3 mL de 87,13 g.L-1 K2SO4; 

10 mL de 12,6 g.L-1 Ca(H2PO4)2.H2O; 200 mL de 1,72 g.L-1 CaSO4.2H2O; 1 mL 

FeEDTA e 1 mL de micronutrientes (2,86 mg.L-1 H3BO3; 2,03 mg.L-1 

MnSO4.4H2O; 0,22 mg.L-1 ZnSO4.7H20; 0,09 mg.L-1 Na2MoO4.H2O; 0,08 mg.L-

1). 

No controle com teor de nitrogênio mineral (N) ideal para o 

desenvolvimento das plantas foi utilizada a solução de Hoagland e Arnon (1950) 

completa com 52,5 mg.L-1 de nitrogênio. 

A estirpe UFLA 04-0212, identificada como Bradyrhizobium sp.refere-

se a um controle positivo de comprovada eficiência em estabelecer simbiose 

com o siratro (FLORENTINO et al., 2009) e a SEMIA 656 refere-se à estirpe 

recomendada como inoculante para siratro (Macroptilium atropurpureum) pela 

reunião de laboratórios para recomendação, padronização e difusão de 

tecnologia de inoculantes microbiológicos de interesse agrícola (RELARE) e 

autorizada pelo MAPA, do gênero Bradyrhizobium. 

Após o preparo dos tubetes com areia, vermiculita e papel alumínio, 

estes foram autoclavados por uma hora a 120ºC. As sementes de siratro foram 

escarificadas e desinfestadas com ácido sulfúrico P.A por 20 minutos, lavadas 

sucessivamente em água destilada estéril e imersas em água destilada por duas 

horas. Posteriormente foram transferidas para a placa de Petri com algodão 

umedecido e incubadas a 28°C até a germinação. Duas sementes pré-germinadas 
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foram inseridas manualmente em cada tubete com auxílio de uma pinça estéril e 

após uma semana uma das plântulas foi desbastada. 

Para a inoculação das plantas foi utilizado 1 mL de cultura crescida em 

meio de cultura 79 líquido sob agitação, por cerca de três a sete dias de acordo 

com a taxa de crescimento dos isolados. 

O experimento foi conduzido por 45 dias, após esse período foram 

avaliados os seguintes parâmetros: número de nódulos (NN), matéria seca de 

nódulos (MSN), matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz 

(MSR), matéria seca total (MST) e eficiência relativa (EFR), que foi calculada 

segundo a fórmula EFR = (MSPA inoculada) *100 / (MSPA da planta com N 

mineral). Os resultados dos experimentos foram submetidos à análise de 

variância, empregando-se o programa SISVAR versão 5.3 (FERREIRA, 2008). 

As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade e as médias originais de NN e MSN sofreram transformações pela 

raiz quadrada (x+1). 

 

2.4 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA das estirpes bacterianas 
 

Das 92 estirpes isoladas foram selecionadas 37, representantes dos 

diferentes grupos culturais. O DNA genômico foi extraído pelo método de lise 

alcalina como descrito por Niemann et al. (1997), a partir de células de cultura 

pura, cultivadas de três a sete dias de acordo com a taxa de crescimento das 

estirpes em meio de cultura 79 (FRED; WAKSMAN, 1928). Para a amplificação 

do gene 16S rRNA foram utilizados os pares de oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) 27F (AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R 

(GGTTACCTTGTTACGACTT) (LANE, 1991). Alíquotas de 5 µL do 

template de DNA foram utilizadas para 50 µL de reação de PCR. O volume final 

dos reagentes por reação foram: 5 mL de tampão para PCR (10X), 2,5 µL dNTP 
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Mix (0,2 mM de cada), 5 µL (2,5 mM) de MgCl2, 2,5 µL de cada primer (10 

µM), 0,2 µL (5U µL-1) de Taq DNA Polimerase e água estéril ultra pura para 

completar o volume da reação. A reação de amplificação foi realizada em 

termociclador Eppendorf Mastercycler® nas seguintes condições: desnaturação 

inicial de 94ºC por 5 minuntos, 35 ciclos de desnaturação (94ºC por 40 

segundos), anelamento (55ºC por 40 segundos), extensão (72ºC por 1 minuto e 

30 segundos) e uma extensão final de 72ºC por 7 minutos. Os produtos 

amplificados foram separados em gel de agarose 1% e visualizados sob luz UV. 

Os produtos de PCR foram enviados para o Laboratório da Macrogen (Coréia), 

para purificação e sequenciamento. A qualidade das sequências foram avaliadas 

com uso do programa BioNumerics, versão 7.1 (Applied Maths, Austin, TX, 

EUA) e posteriormente foram submetidas ao programa BLASTn (Bethesda, 

MD, EUA) (ALTSCHUL et al., 1997), para comparação com sequências 

similares depositadas no banco de dados do GenBank, do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 
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3 RESULTADOS  

 

3.1 Isolamento e caracterização cultural 

 

A partir dos nódulos das 11 espécies de leguminosas foram obtidos 92 

isolados (Tabela 3).  

 

Tabela 3 Espécies vegetais e número de isolados 
Espécies Nº nódulos Nº isolados  
Abarema brachystachya  5 7  
Centrolobium tomentosum  6 15  
Dalbergia nigra  3 2  
Dalbergia miscolobium  5 7  
Enterolobium contortisiliquum  7 18  
Enterolobium gummiferum  4 6  
Machaerium nictitans  5 15  
Mimosa bimucronata  5 9  
Ormosia arborea  5 1  
Plathymenia reticulada 5 4  
Platypodium elegans  6 8  
Total 57 92 
 

Dos 92 isolados, 42,39% apresentaram crescimento rápido, 19,56% 

crescimento intermediário, 38,04% crescimento lento. Quanto à modificação do 

pH do meio de cultura, 26,08% acidificaram, 19,56% mantiveram o pH neutro e 

54,34% alcalinizaram. A distribuição desses isolados de acordo com seu tempo 

de crescimento e reação do indicador de pH do meio formaram nove tipos 

culturais (Figura 1), sendo que a espécie que apresentou maior diversidade 

cultural foi a Enterolobium contortisiliquum (Figura 2). 

A maioria dos isolados alcalinizou o meio de cultura (54,34%), 

apresentou coloração creme, forma circular, borda inteira, pouca produção de 

exopolissacarídeo, consistência de massa gomosa e não absorveram indicador 

(Figura 3). 
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Figura 4 Distribuição dos 92 isolados de diferentes espécies de mudas de 

leguminosas, em nove tipos culturais baseados no tempo de 
crescimento e alteração do pH do meio de cultura: crescimento rápido 
com acidificação do meio (RA), sem alteração do pH do meio (RN) e 
alcalinizando o meio (RAL); de crescimento intermediário 
acidificando o meio (IA), sem modificar o pH do meio (IN) e com 
alcalinização do meio (IAL); de crescimento lento acidificando o meio 
(LA), sem modificar o pH do meio (LN) e alcalinizando o meio 
(LAL). 



 
Figura 5 Número de isolados de cada espécie das mudas de leguminosas, em tipos culturais baseados no tempo de 

crescimento e alteração do pH do meio de cultura: crescimento rápido com acidificação do meio (RA), sem 
alteração do pH do meio (RN) e alcalinizando o meio (RAL); de crescimento intermediário acidificando o meio 
(IA), sem modificar o pH do meio (IN) e com alcalinização do meio (IAL); de crescimento lento acidificando o 
meio (LA), sem modificar o pH do meio (LN) e alcalinizando o meio (LAL). 
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Figura 6 Distribuição de todos os isolados obtidos de 11 espécies das leguminosas estudadas, com base nas características 

culturais avaliadas: pH, cor, forma, borda, EPS (Produção de exopolissacarídeo), CMC (Consistência da massa 
da colônia) e absorção de corante. 
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3.2 Autenticação e eficiência simbiótica dos isolados 

 

No experimento de autenticação, dos 90 isolados inoculados em tubetes, 

81 apresentaram nodulação positiva e nove não nodularam. Dos isolados que 

não nodularam cinco apresentaram crescimento rápido, dois crescimento 

intermediário e dois crescimento lento. 

No experimento de eficiência simbiótica, os controles sem inoculação e 

com baixo teor de N mineral não apresentaram nodulação, comprovando a 

ausência de contaminação. A análise de variância detectou efeito significativo 

dos tratamentos sobre matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz 

(MSR), matéria seca total (MST), matéria seca de nódulos (MSN), número de 

nódulos (NN) e eficiência relativa (EFR %) (Tabela 4). 

Os tratamentos inoculados com as estirpes UFLA 01-831, UFLA 01-

810, UFLA 01-809, UFLA 01-811, UFLA 01-818, UFLA 01-845, UFLA 01-

834, UFLA 01-820 e UFLA 01-805 se destacaram por apresentar MSPA 

estatisticamente superior aos controles: com alto teor de N mineral e a estirpe de 

referência Semia 656. De modo geral, 39% das estirpes apresentaram alta 

eficiência na fixação biológica do nitrogênio e atuaram na promoção do 

crescimento de Macroptilium atropurpureum (Tabela 4). 

Na matéria seca da raiz os tratamentos que apresentaram as maiores 

médias foram UFLA 01-831, UFLA 810, UFLA 01-809, UFLA 01-811, UFLA 

01-818, UFLA 01-845, UFLA 01-834, UFLA 01-836, UFLA 01-817, UFLA 01-

808, UFLA 01-850 e UFLA 01-880 sendo estas estaticamente superiores à 

estirpe de referência Semia 656 e similares ao controle com alto teor de 

nitrogênio. Além disso, 19 estirpes apresentaram valores de MSR 

estatisticamente similares à estirpe de referência Semia 656 (Tabela 4). 

Para matéria seca total, 12% das estirpes apresentaram valores 

significativamente similares ao tratamento controle com alto teor de N, 21% 
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obtiveram valores similares ao controle de referência Semia 656 e 67% 

apresentaram valores similares aos tratamentos controles, sem inoculação e com 

baixo teor de N mineral e a referência UFLA 04-0212 (Tabela 4). 

Para a matéria seca de nódulos (MSN) e número de nódulos (NN), 

foram observados dois grupos: um com o resultado semelhante aos tratamentos 

das estirpes de referência Semia 656 e UFLA 04-0212, nos quais as médias do 

NN variaram entre 29,33 e 110,33 e outro nos quais as médias variaram entre 

dois e 24 nódulos (Tabela 4). 

A eficiência relativa (EFR) das estirpes variou de 16,41% na estirpe 88J 

a 148,61% na estirpe mais eficiente (UFLA 01-836), sendo a primeira 

considerada ineficiente por não diferir estatisticamente do controle sem 

inoculação e com baixo teor de N mineral (Tabela 4). 

 

Tabela 4 Matéria seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR), total (MST) e dos 
nódulos (MSN), número de nódulos (NN) e eficiência relativa (EFR) 
obtidos em plantas de siratro, com inoculação de estirpes isoladas de 
diferentes mudas de leguminosas, dois controles positivos (Semia 656 
e UFLA 04-212) e dois controles negativos (Alto (A/N) e baixo teor de 
nitrogênio mineral (B/N)) (1). 

Tratamentos MSPA MSR MST  MSN NN EFR (%) 
--------------- (mg por planta) ------------ 

A/N 562 b 283,00 a 845,00 a 0 b 0 b 100 b 
B/ N 105 c 61,33 c 166,67 c 0 b 0 b 19,23 c 

Semia 656 400 b 144,33 b 544,33 b 38 a 52,00 a 72,40 b 
UFLA 04-212 221 c 86,67 c 307,67 c 30 a 75,00 a 39,44 c 
UFLA 01-829 466 b 124,67 c 591,00 b 18 b 8,33 b 83,58 b 
UFLA 01-827 436 b 142,33 b 578,67 b 31 a 11,67 b 75,23 b 
UFLA 01-830 370 b 153,00 b 523,33 b 23 b 12,67 b 64,61 c 
UFLA 01-831 665 a 191,33 a 856,33 a 49 a 21,67 b 122,15 a 
UFLA 01-832 511 b 167,33 b 678, 67 b 29 a 24,00 b 92,02 b 
UFLA 01-828 516 b 162,00 b 678,33 b 38 a 17,33 b 97,31 b 
UFLA 01-857 274 c 130,00 c 404,00 c 18 b 16,67 b 50,96 c 
UFLA 01-837 303 c 95,33 c 398, 67 c 32 a 47,00 a 54,06 c 

9J 181 c 143,67 b 324,33 c 20 b 21,00 b 32,61c 
10J 229 c 139,67 b 368, 67 c 0 b 0 b 40,73 c 

UFLA 01-856 328 c 111,00 c 439,33 c 37 a 50,33 a 60,28 c 
“continua” 
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Tabela 4 “continuação” 
Tratamentos MSPA MSR MST  MSN NN EFR (%) 

--------------- (mg por planta) ------------ 
UFLA 01-862 245 c 99,33 c 344,67 c 32 a 17,33 b 43,02 c 
UFLA 01-826 542 b 179,00 b 721,00 b 46 a 38,67 a 101,91b 
UFLA 01-881 307 c 98,67 c 405,67 c 46 a 35,33 a 53,16 c 
UFLA 01-812 494 b 157,33 b 651,67 b 36 a 16,00 b 89,17 b 
UFLA 01-858 249 c 143,33 b 392,67 c 0 b 0 b 44,95 c 
UFLA 01-867 331 c 127,67 c 458,67 c 49 a 110,33a 59,35 c 
UFLA 01-855 283 c 124,00 c 407,00 c 26 b 16,33 b 52,71 c 
UFLA 01-836 591 b 209,00 a 800,00 a 53 a 15,00 b 148,61 a 
UFLA 01-823 299 c 133,33 c 432,00 c 7 b 2,00 b 52,93 c 
UFLA 01-851 408 b 105,33 c 513,33 c 51 a 65,67 a 73,68 b 
UFLA 01-822 242 c 143,67 b 385,67 c 5 b 2,67 b 42,65 c 
UFLA 01-841 271 c 84,00 c 355,33 c 36 a 45,00 a 49,07 c 
UFLA 01-869 216 c 97,67 c 313,33 c 27 b 24,00 b 39,22 c 
UFLA 01-875 142 c 72,33 c 214,00 c 26 b 29,33 a 25,99 c 
UFLA 01-853 195 c 94,67 c 289,67 c 23 b 18,33 b 33,52 c 
UFLA 01-868 145 c 91,33 c 236,67 c 17 b 17,33 b 26,33 c 
UFLA 01-885 240 c 84,67 c 324,67 c 35 a 54,00 a 43,49 c 
UFLA 01-859 213 c 135,33 c 348,00 c 32 a 29,33 a 36,69 c 
UFLA 01-846 334 c 112,33 c 446,33 c 44 a 66,67 a 58,58 c 
UFLA 01-819 558 b 144,33 b 702,67 b 52 a 64,00 a 99,99 b 
UFLA 01-874 288 c 110,33 c 398,67 c 33 a 68,00 a 53,09 c 
UFLA 01-806 267 c 126,00 c 393,33 c 0 b 0 b 48,12 c 
UFLA 01-843 455 b 122,33 c 577,33 b 39 a 34,67 a 82,51 b 
UFLA 01-810 780 a 210,67 a 990,33 a 50 a 74,67 a 141,16 a 
UFLA 01-809 632 a 232,00 a 864,00 a 60 a 97,67 a 112,34 a 

38J 203 c 121,33 c 324,67 c 29 a 40,00 a 36,27 c 
UFLA 01-816 418 b 150,67 b 569,00 b 27 b 13,00 b 72,90 b 
UFLA 01-805 684 a 161,67 b 845,33 a 49 a 69,00 a 119,95 a 
UFLA 01-871 243 c 95,67 c 338,33 c 21 b 10,00 b 43,94 c 
UFLA 01-860 391 b 88,33 c 479,67 c 36 a 50,33 a 72,77 b 
UFLA 01-863 303 c 137,00 c 440,33 c 39 a 22,33 b 55,33 c 
UFLA 01-883 318 c 116,67 c 435,00 c 34 a 85,00 a 55,91 c 
UFLA 01-804 497 b 153,33 b 650,33 b 54 a 54,00 a 89,17 b 
UFLA 01-814 381 b 136,67 c 517,33 c 16 b 9,67 b 64,73 c 
UFLA 01-842 149 c 67,00 c 216,00 c 20 b 48,00 a 27,15 c 
UFLA 01-870 155 c 98,00 c 253,00 c 0 b 0 b 27,58 c 
UFLA 01-813 266 c 102,00 c 367,67 c 22 b 12,33 b 48,09 c 
UFLA 01-872 205 c 88,33 c 293,67 c 25 b 56,00 a 36,77 c 
UFLA 01-876 164 c 100,33 c 264,33 c 15 b 40,00 a 29,54 c 
UFLA 01-820 581 a 175,67 b 756,67 b 52 a 29,33 a 105,43 b 
UFLA 01-840 319 c 102,00 c 420,67 c 40 a 49,67 a 58,16 c 
UFLA 01-839 198 c 111,00 c 308,67 c 32 a 47,67 a 36,95 c 

“continua” 
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Tabela 4 “continuação” 
Tratamentos MSPA MSR MST  MSN NN EFR (%) 

--------------- (mg por planta) ------------ 
UFLA 01-873 409 b 121,00 c 530,33 b 35 a 58,67 a 71,19 c 
UFLA 01-865 336 c 131,67 c 467,67 c 52 a 56,33 a 60,75 c 

58J 257 c 109,33 c 366,67 c 32 a 57,67 a 47,55 c 
UFLA 01-817 466 b 195,00 a 660,67 b 2 b 10,33 b 80,05 b 
UFLA 01-811 760 a 217,67 a 977,67 a 63 a 69,33 a 136,66 a 
UFLA 01-864 174 c 49,00 c 223,33 c 16 b 42,33 a 30,60 c 
UFLA 01-835 375 b 92,67 c 468,00 c 33 a 41,67 a 65,83 c 
UFLA 01-808 400 b 212,00 a 612,33 b 26 b 33,33 a 67,89 c 
UFLA 01-833 148 c 90,67 c 238,33 c 21 b 53,67 a 26,82 c 
UFLA 01-825 335 c 111,67 c 446,67 c 23 b 5,33 b 58,82 c 
UFLA 01-818 707 a 239,00 a 946,00 a 47 a 55,67 a 127,25 a 
UFLA 01-845 616 a 200,00 a 816,00 a 49 a 41,00 a 113,94 a 

68J 184 c 102,33 c 286,33 c 19 b 62,00 a 34,39 c 
UFLA 01-882 248 c 74,33 c 322,33 c 24 b 13,33 b 42,55 c 
UFLA 01-821 422 b 150,00 b 572,33 b 23 b 11,33 b 80,19 b 
UFLA 01-866 236 c 98,33 c 334,00 c 27 b 62,67 a 42,10 c 
UFLA 01-847 351 c 120,67 c 472,00 c 50 a 62,67 a 62,66 c 
UFLA 01-824 319 c 120,00 c 439,00 c 34 a 29,00 a 58,60 c 
UFLA 01-854 231 c 88,67 c 319,33 c 27 b 61,67 a 42,91 c 
UFLA 01-879 187 c 101,33 c 288,33 c 3 b 50,67 a 33,89 c 
UFLA 01-815 365 c 109,33 c 474,00 c 32 a 20,67 b 64,68 c 
UFLA 01-849 315 c 141,67 b 457,00 c 38 b 37,33 a 54,83 c 
UFLA 01-838 228 c 145,33 b 373,33 c 16 b 9,00 b 41,27 c 
UFLA 01-807 507 b 163,67 b 670,67 b 44 a 59,33 a 86,96 b 
UFLA 01-852 342 c 130,67 c 473,00 c 55 a 49,00 a 62,06 c 
UFLA 01-861 355 c 127,33 c 482,00 c 26 b 16,67 b 60,23 c 
UFLA 01-877 126 c 88,33 c 214,67 c 0 b 0 b 22,93 c 
UFLA 01-844 416 b 119,00 c 535,00 b 33 a 47,00 a 74,23 b 

84J 133 c 76,33 c 209,33 c 0 b 0 b 24,44 c 
UFLA 01-848 128 c 71,33 c 199,00 c 0 b 0 b 22,85 c 
UFLA 01-850 440 b 196,00 a 636,33 b 35 a 66,33 a 75,50 b 

87J 384 b 105,33 c 489,33 c 23 b 10,33 b 66,03 c 
88J 88 c 48,00 c 136,33 c 0 b 0 b 16,41 c 

UFLA 01-878 133 c 96,33 c 229,33 c 0 b 0 b 23,63 c 
UFLA 01-884 476 b 111,00 c 587,00 b 51 a 30 b 84,50 b 
UFLA 01-834 718 a 199,00 a 917,33 a 49 a 65,67 a 129,00 a 
UFLA 01-880 410 b 186,33 a 596,33 b 17 b 15,67 b 79,14 b 

CV (%) 48,41 34,38 43,26 1 38,56 50,76 
(1)Médias seguidas de letras iguais nas colunas não diferem pelo teste de Scott-Knott, a 
5% de probabilidade. 
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3.3 Sequenciamento parcial do gene 16S do rRNA 

 

Das 92 estirpes isoladas foram sequenciadas 37, representantes de seis 

grupos culturais (RA, RAL, RN, IA, LAL, LA). 

As sequências obtidas variaram de 318 a 1028 pb, mostrando uma 

porcentagem de identidade de 98% a 100% com isolados já estudados (Tabela 

5).  

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA identificou as estirpes 

nodulíferas como pertencentes aos gêneros Bradyrhizobium, sendo este o mais 

encontrado com treze estirpes, seguidos dos gêneros Rhizobium com oito 

estirpes, Burkholderia e Bacillus com três estirpes, Bosea e Paenibacillus com 

duas estirpes, Lysinibacillus e Leifsonia com uma estirpe. E entre as estirpes não 

nodulíferas estão os gêneros Bradyrhizobium, Cohnella e Paenibacillus (Tabela 

5). 

Entre as estirpes identificadas como Bradyrhizobium, a UFLA 01-805, 

UFLA 01-809, UFLA 01-811 e UFLA 01-834 apresentaram maior eficiência 

relativa na fixação de nitrogênio, com os seguintes valores: 119,95%; 112,34%; 

136,66%; 129%, respectivamente, sendo estes estatisticamente superiores ao 

controle com alto teor de N mineral. 



Tabela 5 Identificação de estirpes com base nas sequências do 16S rRNA mais similares encontradas no GenBank. Os 
isolados são oriundos de diferentes leguminosas 

Sequência mais similar encontrada no GenBank Hospedeiros de 
origem 

Códigos(1) 
isolados 

Estirpe Nodulação(2) 
EFR (3) 

(%) 
Grupos     
culturais 

NPB 
Espécie Si (%) Código de Acesso 

Machaerium 
nictitans 

Mn 3.2 
UFLA 
01-829 

+ 83,58 RA 709 Paenibacillus sp. 99 KC189948.1 

Dalbergia 
miscolobium 

Dm 2.1 
UFLA 
01-827 

+ 75,23 RA 620 Burkholderia sp. 99 JQ316419.1 

Dalbergia 
miscolobium 

Dm 4.2 
UFLA 
01-830 

+ 64,61 RA 490 Rhizobium sp. 99 KF571875.1 

Mimosa 
bimucronata 

Mb 4.3 
UFLA 
01-858 

- 44,95 RA 658 Paenibacillus sp. 100 DQ365577.1 

Abarema 
brachystachya 

Ab 5.1 
UFLA 
01-855 

+ 52,71 RA 824 Rhizobium sp. 99 GU433459.1 

Ormosia 
arborea 

Oa 4.1 
UFLA 
01-823 

+ 52,93 RA 655 Rhizobium sp. 100 AB456618.1 

Abarema 
brachystachya 

Ab 5.2 24J   RA 672 Bosea sp. 100 JX566529.1 

Centrolobium 
tomentosum 

Ct 2.1 
UFLA 
01-861 

+ 60,23 RA 730 Paenibacillus sp. 100 JF768727.1 

Centrolobium 
tomentosum 

Ct 5.1 
UFLA 
01-877 

- 22,93 RA 318 Cohnella sp. 98 GU181266.2 

Dalbergia nigra Dn 3.2 
UFLA 
01-884 

+ 84,50 RA 522 Leifsonia sp. 100 AB730539.1 

Enterolobium 
gummiferum 

Eg 1.1 
UFLA 
01-832 

+ 92,02 RN 843 Rhizobium sp. 99 GU433459.1 

Enterolobium 
gummiferum 

Eg 4.3 
UFLA 
01-828 

+ 97,31 RN 1025 Rhizobium sp. 100 JX855180.1 

Enterolobium 
gummiferum 

Eg 4.2 
UFLA 
01-857 

+ 50,96 RN 339 Rhizobium sp. 100 KF053325,1 

Enterolobium 
gummiferum 

Eg 1.2 
UFLA 
01-837 

+ 54,06 RN 740 Rhizobium sp. 99 HQ231924.1 

“continua” 
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Tabela 5 “continuação” 
Sequência mais similar encontrada no GenBank Hospedeiros de 

origem 
Códigos(1) 
isolados 

Estirpe Nodulação(2) 
EFR (3) 

(%) 
Grupos     
culturais 

NPB 
Espécie Si (%) Código de Acesso 

Dalbergia 
miscolobium 

Dm 2.2 
UFLA 
01-826 

+ 101,91 RN 854 Burkholderia sp. 99 AY773190.1 

Mimosa 
bimucronata 

Mb 4.2 
UFLA 
01-867 

+ 59,35 RN 994 Bacillus sp. 99 KC236700.1 

Machaerium 
nictitans 

Mn 4.1 
UFLA 
01-817 

+ 80,05 RN 719 Bacillus sp. 100 KJ545711.1 

Dalbergia 
miscolobium 

Dm 4.1 
UFLA 
01-831 

+ 122,15 RAL 730 Burkholderia sp. 100 JQ316419.1 

Abarema 
brachystachya 

Ab 2.1 
UFLA 
01-841 

+ 49,07 RAL 1028 Bosea sp. 99 HQ260890.1 

Centrolobium 
tomentosum 

Ct 6.1 
UFL A 
01-865 

+ 60,75 RAL 698 Lysinibacillus sp. 100 KF151163.1 

Machaerium 
nictitans 

Mn 4.2 
UFLA 
01-868 

+ 26,33 IA 827 Rhizobium sp. 99 JX855182.1 

Enterolobium 
contortisiliquum 

Ec 4.3 48J   LA 741 Paenibacillus sp. 98 AY556412.1 

Centrolobium 
tomentosum 

Ct 4.1 
UFLA 
01-885 

+ 43,49 LAL 740 Bacillus sp. 99 AJ438301.1 

Platypodium 
elegans 

Pe 5.1 
UFLA 
01-874 

+ 53,09 LAL 758 
Bradyrhizobium 

sp. 
99 AJ431635.1 

Centrolobium 
tomentosum 

Ct 3.2 
UFLA 
01-809 

+ 112,34 LAL 954 
Bradyrhizobium 

sp. 
99 AB513458.1 

Machaerium 
nictitans 

Mn 1.1 
UFLA 
01-816 

+ 72,90 LAL 665 
Bradyrhizobium 

sp. 
100 JX284229.1 

Centrolobium 
tomentosum 

Ct 5.2 
UFLA 
01-805 

+ 119,95 LAL 664 
Bradyrhizobium 

sp. 
100 GU433446.1 

Abarema 
brachystachya 

Ab 5.3 
UFLA 
01-871 

+ 43,94 LAL 720 
Bradyrhizobium 

sp. 
99 JX284227.1 

“continua” 
 67 



Tabela 5 “conclusão” 
Sequência mais similar encontrada no GenBank Hospedeiros de 

origem 
Códigos(1) 
isolados 

Estirpe Nodulação(2) 
EFR (3) 

(%) 
Grupos     
culturais 

NPB 
Espécie Si (%) Código de Acesso 

Machaerium 
nictitans 

Mn 2.1 
UFLA 
01-860 

+ 72,77 LAL 642 
Bradyrhizobium 

sp. 
100 GU433446.1 

Machaerium 
nictitans 

Mn 4.3 
UFLA 
01-883 

+ 55,91 LAL 582 
Bradyrhizobium 

sp. 
100 JX284238.1 

Machaerium 
nictitans 

Mn 2.4 
UFLA 
01-814 

+ 64,73 LAL 786 
Bradyrhizobium 

sp. 
99 JN085505.1 

Dalbergia 
miscolobium 

Dm 3.1 
UFLA 
01-870 

- 27,58 LAL 830 
Bradyrhizobium 

sp. 
99 FR753091.1 

Machaerium 
nictitans 

Mn 5.2 
UFLA 
01-839 

+ 36,95 LAL 711 
Bradyrhizobium 

sp. 
100 KF311071.1 

Enterolobium 
contortisiliquum 

Ec 5.1 
UFLA 
01-873 

+ 71,19 LAL 604 
Bradyrhizobium 

sp. 
100 JX284238.1 

Machaerium 
nictitans 

Mn 2.3 
UFLA 
01-811 

+ 136,66 LAL 686 
Bradyrhizobium 

sp. 
99 KC113622.1 

Centrolobium 
tomentosum 

Ct 4.2 
UFLA 
01-815 

+ 64,68 LAL 573 
Bradyrhizobium 

sp. 
100 KC113622.1 

Machaerium 
nictitans 

Mn 2.4 
UFLA 
01-834 

+ 129,00 LAL 609 
Bradyrhizobium 

sp. 
100 JX284238.1 

 (1) Códigos dos Isolados: Sigla alfabética correspondente ao hospedeiro de origem, o primeiro número se refere ao nódulo utilizado 
para o isolamento e o segundo número se refere à estirpe.    
(2) Sinal positivo (+): presença de nódulos nas plantas de siratro; sinal negativo (-): ausência de nódulos nas plantas de siratro 
(3) EFR: eficiência relativa obtida em plantas de siratro. 
(4) Características culturais no meio 79: (RA) tempo de crescimento rápido com acidificação do meio, (RN) tempo de crescimento 
rápido sem alteração do pH do meio, (RAL) tempo de crescimento rápido alcalinizando o meio, (IA) tempo de crescimento 
intermediário acidificando o meio, (LA) tempo de crescimento lento acidificando e (LAL) tempo de crescimento lento alcalinizando 
o meio; NPB: número de pares de bases; SI (%): percentagem de similaridade no GenBank. 
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4 DISCUSSÃO 

 

O siratro (Macroptilium atropurpureum) estabeleceu simbiose com a 

maioria das estirpes isoladas, confirmando ser uma leguminosa promíscua. Os 

resultados deste estudo através da alta diversidade genética, fenotípica e 

simbiótica entre as estirpes estudadas concordam com o de outros autores que 

verificaram a promiscuidade desta espécie vegetal (LIMA et al., 2009; SILVA et 

al., 2012). 

Tais resultados corroboram os encontrados por Jesus et al. (2005) que 

verificaram alta diversidade cultural em solo, sob três sistemas de uso da terra da 

Amazônia Ocidental, usando siratro como planta isca. Foram obtidos 257 

isolados, os quais formaram cinco tipos culturais, variando de crescimento muito 

rápido a muito lento e que acidificaram, alcalinizaram e não alteraram o pH do 

meio. 

Florentino et al. (2009) obtiveram diferentes tipos culturais de BFNNL, 

ao avaliarem a ocorrência de Azorhizobium doebereinerae e de outras BFNNL 

em amostras de solo utilizando Sesbania virgata e leguminosas promíscuas 

como leucena, siratro, feijão e feijão caupi. Siratro foi a espécie mais promíscua, 

seguida por feijão caupi, feijão, leucena e sesbania, as duas últimas capturaram o 

mesmo número de tipos culturais. 

Do total de 81 isolados com capacidade de estabelecer simbiose com 

siratro, 16,04% apresentaram crescimento rápido com acidificação do meio e 

13,25% apresentaram crescimento rápido e reação neutra. Esses dois grupos 

apresentaram estirpes pertencentes aos gêneros Rhizobium e ainda estirpes do 

gênero Burkholderia no primeiro grupo. Os 38,27% de crescimento lento e 

reação alcalina do pH do meio pertencem ao gênero Bradyrhizobium. 

O fato de nove isolados não terem nodulado siratro não significa que não 

possuam a capacidade de nodulação, já que não foram inoculadas nas espécies 
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das quais foram isoladas, o que poderia indicar uma especificidade dessas 

bactérias com seu hospedeiro de origem (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).  

A estirpe de referência UFLA 04-0212 demonstrou baixa eficiência 

relativa, sendo estatisticamente similar ao controle sem inoculação e com um 

baixo teor de N mineral. O fato da estirpe não ter apresentado bom 

desenvolvimento neste experimento pode estar relacionado às altas temperaturas 

diárias registradas no período em que o experimento foi instalado. 

Durante o período em que o experimento foi instalado a temperatura 

externa da estufa foi de aproximadamente 31º C, indicando que a temperatura 

interior foi ainda mais elevada. As altas temperaturas podem ter afetado a 

infecção de alguns isolados, com isso pode-se inferir que os isolados que 

nodularam são tolerantes à alta temperatura, sendo este um fator positivo, já que 

um dos critérios nos estágios de seleção de estirpes é que sejam competitivas em 

condições de estresse. 

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA identificou 37 estirpes, 

sendo estas pertencentes aos gêneros Bradyrhizobium, Rhizobium, Burkholderia, 

Bosea, Bacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, Leifsonia e Cohnella.  

Guimarães et al. (2012) ao estudar a diversidade genética e simbiótica de 

bactérias fixadoras de nitrogênio isoladas de solos agrícolas, utilizando feijão 

caupi como planta isca, obtiveram no sequenciamento do gene 16S rRNA que o 

gênero Bradyrhizobium foi predominante, além de identificarem bactérias dos 

gêneros Rhizobium, Burkholderia e Achromobacter. 

A identificação de estirpes pertencentes aos filos α e β Proteobacteria, 

provenientes de nódulos de siratro e feijão caupi tem sido relatada em vários 

trabalhos, (COSTA et al., 2013; JARAMILLO et al., 2013; LIMA et al., 2009).  

Diversos trabalhos têm identificado a simbiose efetiva de várias espécies 

de Mimosa com o gênero Burkholderia (BONTEMPS et al., 2010; CHEN et al., 

2005; 2007), entretanto, neste estudo foi observada a incidência deste gênero em 
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nódulo da espécie vegetal Dalbergia miscolobium em que foi realizado o 

isolamento.  

Rasolomampianina et al. (2005) ao estudarem 68 isolados oriundos de 

oito espécies de Dalbergia no sequenciamento do gene 16S rRNA identificaram 

os gêneros Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Azorhizobium, 

Phyllobacterium, Burkholderia e Cupriavidus. 

O gênero Burkholderia tem sido identificado em vários estudos que 

utilizaram feijão caupi e siratro como planta isca (ANGUS et al., 2013; 

GUIMARÃES et al., 2012; LIMA et al., 2009; MOULIN et al., 2001; 

OLIVEIRA LONGATII; MARRA, 2014). Essas bactérias podem atuar na 

promoção do crescimento vegetal por processos como a FBN e solubilização de 

fosfato inorgânico (ANGUS et al., 2013; SILVA et al., 2012). 

Os gêneros Bacillus e Paenibacillus geralmente são endofíticos de 

nódulos, no entanto há relatos da nodulação em feijão caupi e siratro por esses 

gêneros (COSTA et al., 2013; JARAMILLO et al., 2013; LI et al., 2008; 

MARRA et al., 2012; OLIVEIRA-LONGATTI; MARRA, 2014; SILVA et al., 

2012) e diversos trabalhos descrevem esses gêneros como promotores de 

crescimento de plantas (MARRA et al., 2012; PEDRINHO et al., 2010).  

Costa et al. (2013) ao avaliarem o potencial de crescimento vegetal e a 

diversidade genética de bactérias isoladas de nódulos de feijão caupi, 

identificaram no sequenciamento do gene 16S rRNA estirpes nodulíferas como 

pertencentes aos gêneros Bradyrhizobium, Rhizobium, Bacillus e Paenibacillus. 

Sendo que as estirpes do gênero Bacillus e Paenibacillus atuaram na promoção 

do crescimento de feijão caupi, através da produção auxina e solubilização do 

fosfato. 

O gênero Lysinibacillus geralmente é endofítico de nódulos, em estudo 

realizado, Andrade et al. (2014) constataram que Lysinibacillus foi capaz de 

solubilizar fosfato de cálcio e produzir AIA (ácido indolacético) em meio de 
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cultura, demonstrando o potencial de uso desse gênero como promotor de 

crescimento para banana. 

O gênero Bosea e a espécie Bosea thiooxidans foram descritos por Das 

et al. (1996) a partir de um isolado de solo agrícola, o gênero pertence à família 

Bradyrhizobiaceae. Esse gênero também foi encontrado no trabalho de Jaramillo 

et al. (2013), no qual se avaliou a diversidade genética e simbiótica de bactérias 

fixadoras de nitrogênio isoladas de nódulos da planta isca feijão caupi de solo 

sob agrofloresta na Amazônia Ocidental. 

O gênero Cohnella foi descrito pela primeira vez por Kampfer et al. 

(2006), isolado a partir de amostra de amido de uma indústria, esse gênero 

pertence à família Paenibacillaceae. O primeiro relato da associação da bactéria 

do gênero Cohnella com uma leguminosa foi realizado por García-Fraile et al. 

(2008) no qual isolaram a bactéria a partir de nódulos de feijão-da-espanha. 

O gênero encontrado com maior frequência foi Bradyrhizobium, 

corroborando com trabalhos que isolaram estirpes de nódulos de leguminosas 

florestais na Amazônia (MOREIRA et al., 1993; MOREIRA, 1997). A espécie 

vegetal com a maior diversidade genética foi Dalbergia miscolobium que 

estabeleceu simbiose com estirpes do gênero Bradyrhizobium, Burkholderia e 

Rhizobium. Na tabela 6 constam as espécies vegetais das quais os nódulos foram 

provenientes e na tabela 7 relatos anteriores de simbiose das espécies estudadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 6 Relatos anteriores de simbiose das espécies estudadas 

Espécies de leguminosas 
Identificação do 
microssimbionte 

Designação 
original 

Referências da simbiose e identificação do 
microssimbionte 

Centrolobium tomentosum Rhizobium sp. - Moreira; Haukka; Young, 1998 

Dalbergia nigra 
Bradyrhizobium elkanii 
Bradyrhizobium elkanii 

BR 8402R 

BR 8404R 
Faria, 1997; Faria; Guedes, 1999; Faria; Mello, 1998; 
Moreira et al., 1993; Moreira; Haukka; Youg, 1998 

Enterolobium 
contortisiliquum 

Bradyrhizobium elkanii 
Bradyrhizobium elkanii 

BR 4406R 

BR 4407R 
Faria, 1997; Faria; Guedes, 1999; Faria; Mello, 1998; 
Moreira et al., 1993; Moreira; Haukka; Young, 1998 

Mimosa bimucronata 
Burkholderia gladioli 
Burkholderia nodosa 

BR 3460 
BR 3461 

Chen et al., 2007; Faria, 1997 

Platypodium elegans Bradyrhizobium sp. - Parker, 2008 
R: estirpes recomendadas para espécies arbóreas 
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Tabela 7 Hospedeiros de origem e espécies identificadas 
Hospedeiro de origem Espécie Hospedeiro de origem Espécie 
Abarema brachystachya Bradyrhizobium sp. Centrolobium tomentosum Paenibacillus sp. 

Centrolobium tomentosum " Enterolobium contortisiliquum " 
Dalbergia miscolobium " Machaerium nictitans " 

Enterolobium contortisiliquum " Machaerium nictitans Bacillus sp. 
Machaerium nictitans " Mimosa bimucronata " 
Platypodium elegans " Dalbergia miscolobium  Burkholderia sp. 

Abarema brachystachya Rhizobium sp. Abarema brachystachya  Bosea sp. 
Dalbergia miscolobium " Centrolobium tomentosum  Cohnella sp. 

Enterolobium gummiferum " Centrolobium tomentosum  Lysinibacillus sp. 
Machaerium nictitans " Dalbergia nigra  Leifsonia sp. 

Ormosia arborea "   
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O estudo da diversidade das BFNNL é de grande importância, uma vez 

que os isolados obtidos podem apresentar potencial para serem utilizados como 

inoculantes em leguminosas nativas para fins de recuperação de áreas 

degradadas. Além disso, este estudo demonstrou a simbiose entre as espécies 

Abarema brachystachya, Dalbergia miscolobium, Enterolobium gummiferum, 

Machaerium nictitans, Ormosia arborea e Plathymenia foliolosa com BFNNL, 

não relatados na literatura, anteriormente. 

A considerável diversidade fenotípica, genética e simbiótica encontrada 

nos isolados das mudas de viveiro, aliada à alta eficiência relativa apresentada 

por tais estirpes em simbiose com siratro, nos indicam que estas apresentam 

potencial para serem utilizadas como inoculantes, sendo necessários mais 

estudos para avaliar a simbiose das estirpes com leguminosas utilizadas em 

revegetação de áreas impactadas pela atividade de mineração. 
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5 CONCLUSÃO 

  

 A diversidade fenotípica, genotípica e simbiótica das bactérias isoladas 

dos nódulos das mudas de leguminosas, coletadas no viveiro, foi alta. 

Algumas estirpes (UFLA 01-831, UFLA 01-836, UFLA 01-810, UFLA 

01-809, UFLA 01-805, UFLA 01-811, UFLA 01-818, UFLA 01-845 e UFLA 

01-834) apresentam potencial de uso como inoculante para siratro, por 

apresentarem alta eficiência relativa, quando comparadas com tratamentos 

inoculados com estirpes de referência ou com alto teor de nitrogênio em solução 

nutritiva.  

O gênero Bradyrhizobium é de extrema importância em estudos de 

seleção de estirpes para uso em inoculante, apresentando maior incidência nas 

espécies utilizadas e alta eficiência relativa (UFLA 01-809, UFLA 01-805, 

UFLA 01-811 e UFLA 01-834). 

  Este estudo contribuiu significativamente para o conhecimento da 

diversidade de BFNNL e para os primeiros passos para o desenvolvimento de 

novas pesquisas que têm por objetivo avaliar a potencialidade destes isolados 

para uso como inoculantes nas leguminosas de origem Abarema brachystachya, 

Dalbergia miscolobium, Enterolobium gummiferum, Machaerium nictitans, 

Ormosia arborea e Plathymenia foliolosa, promovendo a seleção de estirpes 

adaptadas para a recuperação de áreas degradadas.                                                                                                 
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ANEXO A  
 

TABELA 1A Caracterização cultural de 92 isolados obtidos de diferentes 
leguminosas no viveiro do Centro de Biodiversidade (Cebio) da 
Vale, localizado em Sabará, MG. Significado das letras e palavras 
no final da tabela: Tempo de aparecimento da colônia, Ph, Cor, 
CM – Consistência da massa da colônia, F- Forma, El. – 
Elevação, B – Borda, Sup. – Superfície, EPS – Produção de 
exopolissacarídeo, D.O – Detalhes ópticos, A.I – Absorção de 
indicador. 

Isolado Tempo pH Cor CM F El. B Sup. EPS D.O A.I 
01-829 R Ac Am G C C O L P O S 
01-827 R Ac Cr G C C I L A O S 
01-830 R Ac Cr G C D I L M T S 
01-831 R Al Cr B C C I L P O S 
01-832 R N Cr G C C I L M T S 
01-828 R N Cr G C C I L M T S 
01-857 R N Cr G C D I L M T S 
01-837 R N Cr G C D I L A T N 

9J R Ac Am G C C I L M T N 
10J R N Cr S P L I L E O N 

01-856 R Al Cr B C C O L P O S 
01-862 R N Cr B C C I L P O S 
01-826 R N Cr B C C I L P O S 
01-881 R Al Cr B C C I L P O S 
01-812 R Al Cr G C C I L M O S 
01-858 R Ac Am V C D I L M T S 
01-867 R N Cr G C C I L P O S 
01-855 R Ac Cr G C C I L A T S 
01-836 R Ac Cr B C C I L P O S 
01-823 R Ac Cr G C C I L A T N 
01-851 R Al Cr B C C I L P O S 
01-822 R Ac Cr B C C O L P O S 
01-841 R Al Cr B C L I L E O S 

24J R Al Cr B C L I L P O S 
01-869 R N Cr B C C I L P O S 
01-875 R N Cr B C C I L P O S 
01-853 I N Cr B C C O L P O S 
01-868 I Ac Cr G C C I L M O S 
01-885 L Al Cr B C P O R P O N 
01-859 I Ac Cr G I C L L P O N 
01-846 L Al Cr A I C I L P T N 
01-819 L Al Cr V C C I L P O N 
01-874 L Al Cr V C C I L P T N 

“continua” 
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Tabela 1A “continuação” 
Isolado Tempo pH Cor CM F El. B Sup. EPS D.O A.I 
01-806 I N Cr B C C O L P O S 
01-843 L Al Cr G C C I L P O N 
01-810 L Al Cr A I C I L P T N 
01-809 L Al Cr G I C I L P T N 

38J I N Br S P L I L E O S 
01-816 L Al Cr B C C I L P T N 
01-805 L Al Cr B C C I L P O N 
01-871 L Al Cr V C D I L P O N 
01-860 L Al Cr G C C I L P O N 
01-863 L N Br S P L F R E O S 
01-883 L Al Cr G C C I L P T N 
01-804 L Al Cr G C C I L P O N 
01-814 L Al Cr G C C I L P T N 
01-842 L Al Cr G C C I L P O N 

48J L Ac Am S I L O R E O N 
01-870 L Al Cr G C C I L P T N 
01-813 L Al Cr G C C I L P O N 
01-872 L Al Cr G C C I L P T N 
01-876 L Al Cr G C C I L P T N 
01-820 L Al Cr A I C I L P T N 
01-840 L Al Cr G C C I L P O N 
01-839 L Al Cr G C C I L P O N 
01-873 L Al Cr A I C I L P T N 
01-865 R Al Cr B C L L L E O N 

58J R Ac Am G C C I L P T S 
01-817 R N Cr B C C I L P O N 
01-811 L Al Cr A C C I L P T N 
01-864 I Ac Am S P L I R E O N 
01-835 L Al In A C C I L P T N 
01-808 I Ac Cr G C C I L P T S 
01-833 L Al Cr G C C I L P O S 
01-825 I Ac Cr B C P F L P O N 
01-818 I Al In A C C I L P T N 
01-845 I Al Cr G I C I L P O N 

68J L Al Cr V C C I L P O N 
01-882 I N Cr S P L F L E O S 
01-821 R Al B B C P I L P O N 
01-866 L Al Cr A C C I L P O N 
01-847 I Al Cr G C C I L P T N 
01-824 I Al Cr A C C I L P O N 
01-854 I Al In A C C I L P T N 
01-879 I Al In A C C I L P T N 

“continua” 
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Tabela 1A “conclusão” 
Isolado Tempo pH Cor CM F El. B Sup. EPS D.O A.I 
01-815 L Al Cr A C C I L M O N 
01-849 L Al Br V C C I L P O S 
01-838 I N Cr B C C O L P O S 
01-807 L Al In A C C I L P T N 
01-852 R Ac Cr B I C F L P O N 
01-861 R Ac Am S C L I L E O N 
01-877 R Ac Am S C C I L P O S 
01-844 R Al Cr V C C I L P T N 

84J R Ac Am S P L I L E O S 
01-848 L Al Am A C C I L M O N 
01-850 R N Br B C C L L P O N 

87J R Ac Cr B I P F L P O S 
88J R Ac Am S C L I L P O S 

01-878 I Ac Am B C L I L P O N 
01-884 R Ac Am S P P I L P O N 
01-834 L Al Cr A C C I L P O N 
01-880 I Al Cr A C C I L P O N 

Significado das letras utilizadas na identificação dos isolados: Tempo: dias para o 
aparecimento de colônias isoladas R: rápido (1 a 3), I: intermediário (4 a 5), L: lento (6 
a10), pH: modificação do pH meio de cultivo: Ac: acidificação, N: neutralização, Al: 
alcalinização, Cor: Cr: creme, B: branca, Am: amarela, CM: Consistência de massa da 
colônia: A: aquosa, B: butírica, G: gomosa, S: seca, V: viscosa, Forma: C: circular, I: 
irregular, P: puntiforme, elevação (plana, lente, convexa, drop-like, umbilicada ou 
umbanada), Elevação das colônias: P: plana, L: lente, C: convexa, D: drop-like, Borda: I: 
inteira, O: ondulada, F: filamentosa, L: lobada, Superfície: L: lisa, R: rugosa, EPS: 
produção de exopolissacarídeos: E: escassa, P: pouca, M: moderada, A: abundante, D.O: 
detalhes ópticos: T: transparente, O: opaca, A.I: absorção de indicador: S: sim, N: não. 
 


