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RESUMO GERAL 

 
SILVA, Michele Aparecida Pereira da. Diversidade e eficiência de bactérias 
isoladas de nódulos de diferentes leguminosas da região do Alto Solimões, 
AM. 2010. 82 p. Dissertação (Mestrado em Microbiologia Agrícola) – 
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.* 

 
O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar fenotipicamente e 

genotipicamente bactérias isoladas de nódulos coletados de 16 espécies de 
leguminosas: Acacia multipinnata, Calopogonium mucunoides, Desmodium 
adscendens, Dalbergia inundata, Entada sp, Inga caynnensis, Inga edulis, Inga 
heterophylla, Inga umbellifera, Inga venusta, Machaerium floribundum, Mimosa 
pudica, Mimosa quadrivalvis, Pueraria phaseoloides, Piptadenia suaveolens 
and Pitryocarpa pteroclada. Para isto, coletas foram feitas em vários pontos 
amostrais alocados em 5 diferentes sistemas de uso da terra (SUTs) na região do 
Alto Solimões, AM: capoeira nova, capoeira velha, agrofloresta, agricultura e 
pastagem. Três nódulos de cada espécie em cada SUT foram selecionados para 
isolamento, onde todos os morfotipos obtidos em placas foram isolados e 
caracterizados culturalmente. Além disso, avaliou-se a eficiência desses isolados 
na fixação de nitrogênio em simbiose com Macroptilium atropurpureum para 
isolados representantes dos grupos culturais. Os isolados que não nodularam 
siratro e estimularam o crescimento da planta estatisticamente maior que 
controle absoluto foram avaliados considerando a produção de ácido indol-3-
acético. O gene 16S rDNA foi parcialmente seqüenciado para isolados 
representantes e submetidos à análise filogenética. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

__________________ 
*Orientadora: Fatima Maria de Souza Moreira – UFLA. 
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GENERAL ABSTRACT 

 
SILVA, Michele Aparecida Pereira da. Diversity and efficiency of bacteria 
isolated from nodules of different leguminosae species  from Alto Solimões, 
AM region. 2010. 82 p. Dissertation (Master in Agricultural Microbiology) – 
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.* 

 
 This work aimed to isolate and characterize phenotypically and 
genotypically bacterial isolates from nodules collected from 16 leguminous 
species: Acacia multipinnata, Calopogonium mucunoides, Desmodium 
adscendens, Dalbergia inundata, Entada sp, Inga caynnensis, Inga edulis, Inga 
heterophylla, Inga umbellifera, Inga venusta, Machaerium floribundum, Mimosa 
pudica, Mimosa quadrivalvis, Pueraria phaseoloides, Piptadenia suaveolens 
and Pitryocarpa pteroclada. For this, collections were made in several sampling 
points allocated in 5 different land use systems (LUSs) in Alto Solimões, AM 
region: young secondary forest, old secondary forest, agroforest, agriculture and 
pasture. Three nodules of each species in each LUS were selected for isolation, 
from which all morphotypes obtained in plates were isolated and characterized 
culturally. Besides that the nitrogen fixing efficiency in symbiosis with 
Macroptilium atropurpureum were evaluated for representative isolates of 
cultural groups. Isolates which did not nodulate siratro and stimulate plant 
growth statistically higher than the absolute control were assessed regarding the 
production of ndole-3-acetic acid. 16S rDNA gene were partially sequenced for 
representative isolates and submitted to phylogenetic analysis. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

__________________ 
* Advisor: Fatima Maria de Souza Moreira – UFLA.  
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CAPÍTULO 1 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

As florestas tropicais são ecossistemas que abrigam alta biodiversidade, 

abrangendo desde animais superiores até microrganismos. Essa variabilidade 

genética tem grande contribuição para a manutenção do equilíbrio do 

ecossistema e sua redução é objeto de preocupação atualmente. À exceção de 

animais e plantas superiores, o conhecimento da diversidade microbiológica em 

termos de riqueza de espécies, distribuição local e global e função no 

ecossistema, permanece ainda bastante incompleto (Lewinsohn, 2006).  

Na Amazônia, essa redução na biodiversidade de microrganismos está 

ligada ao fato da transição de áreas naturais para paisagens antrópicas que vão 

selecionando a predominância de grupos específicos e que afetam a estabilidade 

e a resiliência funcional dos ecossistemas (Moreira & Siqueira, 2006). Os efeitos 

das mudanças no uso do solo afetam drasticamente esses procariotos que estão 

presentes no solo e também sua relação com os outros fatores bióticos do 

ecossistema, demonstrando claramente a interdependência da biodiversidade 

acima e abaixo do solo (Jesus et al., 2005; Jesus et al., 2009; Lima et al., 2009). 

Na Amazônia, há ampla distribuição geográfica das leguminosas, 

representadas por diversas espécies (Silva et al.,1989) e a investigação de 

bactérias fixadoras de nitrogênio que formam simbiose com leguminosas é tarefa 

indispensável,  principalmente no que diz respeito à diversidade, já que esta 

desempenha papel importantíssimo na entrada de nitrogênio no sistema. O 

nitrogênio participa da formação de moléculas fundamentais em diversos 

processos biológicos, tais como a produção de ácidos nucleicos e proteínas. Por 

ser elemento essencial, seu balanço afeta a formação de raízes, a fotossíntese, a 

produção e a translocação de fotoassimilados entre folhas e raízes, sendo o 



 2 

 

crescimento foliar primeiramente afetado. E, para esta busca, a utilização das 

metodologias moleculares tem levado a uma grande mudança na perspectiva da 

diversidade microbiana, porém, não dispensa o uso dos dados fenotípicos e 

assim tem se adotado uma taxonomia polifásica (integração de dados fenotípicos 

e genotípicos) para a identificação de novos microrganismos.  

Os benefícios científicos esperados de um maior conhecimento sobre a 

diversidade microbiana são extensos (Hunter-Cevera, 1998). Entre eles, 

destacam-se a melhor compreensão das funções exercidas pelas comunidades 

microbianas nos ambientes e o conhecimento das suas interações com outros 

componentes da biodiversidade.  

Estudos recentes de diversidade de bactérias isoladas de nódulos por 

meio da análise filogenética do gene 16SrRNA têm identificado gêneros de 

bactérias diferentes daqueles que nodulam leguminosas (Li et al., 2008). 

Aparentemente, essas bactérias não causaram nenhum efeito prejudicial para a 

planta, mas revelaram potencialidade na produção de AIA (ácido indol-3-

acético), mesmo não tendo efeito significativo no crescimento e nodulação de 

soja. 

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

de bactérias que nodulam leguminosas, assim como o de bactérias endofiticas 

desses nódulos podem fornecer informações importantes sobre a ecologia desses 

microrganismos na região amazônica. 

Este trabalho faz parte da segunda fase do projeto Conservation and 

Sustainable Management of Below-Ground Biodiversity, financiado pelo GEF e 

implementado pelo United Nations Environmental Programe (UNEP) que está 

sendo executado em sete países: Brasil, Costa do Marfim, Índia, Indonésia, 

Kênia, México e Uganda e visa despertar a consciência e a compreensão sobre a 

biodiversidade do solo (Projeto GF/2715-02). Assim, este trabalho foi realizado 

com os objetivos específicos de: isolar e caracterizar fenotípica e 
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genotipicamente bactérias presentes em nódulos de diferentes leguminosas. 

Além disso, buscou-se verificar a eficiência de populações dessas bactérias, 

noduladas ou não por siratro (Macroptilium atropurpureum), verificando se a 

produção de ácidoindolacético contribuiu para o incremento da parte aérea desta 

leguminosa e se os sistemas de uso da terra na região do Alto Solimões, AM, 

alteram a comunidade de bactérias isoladas desses nódulos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 

2.1 Amazônia: ecossistema biodiverso em risco 

 A Amazônia revela ser uma das maiores florestas tropicais do planeta, 

ocupando uma área equivalente a 5 000 000 km2, que corresponde a 60% do 

território nacional (Fearnside, 2002). Além disso, é o maior bioma da América 

do Sul e do Brasil, abrigando alta diversidade biológica.  

A floresta tropical densa de terra firme que cobre a maior parte da região 

se situa predominantemente em solos de baixa fertilidade natural e sua 

produtividade se deve à alta diversidade vegetal, composta por espécies nativas 

adaptadas às condições climáticas e nutricionais do solo (Luizão, 2007). A 

liberação dos nutrientes minerais e nutricionais contidos na serrapilheira e na 

matéria orgânica do solo é essencialmente controlada pela biota do solo. Porém, 

o desmatamento vem aumentando em função dos cultivos agrícolas que, na 

maioria, são monoculturas, ou pastagens, representando impactos severos na 

cobertura vegetal (Nepstad et al., 1999). A Amazônia será drasticamente 

alterada nos próximos 20-25 anos; poucas áreas manterão florestas intactas, 

exceto aquelas que se situam na região oeste da Amazônia (Fearnside, 2002). 

Diferentes sistemas de uso da terra exercem grande influência sobre os 

microrganismos e seus processos. Os efeitos das mudanças do uso do solo, como 

a remoção da vegetação nativa para a introdução de florestas plantadas, o cultivo 

de subsistência, o cultivo comercial ou a formação de pastagens, sobre a 

diversidade microbiana têm sido demonstrados sistematicamente para 

microrganismos do solo na região amazônica (Jesus et al., 2005; Jesus et al., 

2009;  Lima et al., 2005; Lima et al., 2009). As mudanças que vêm ocorrendo 

neste bioma trarão implicações importantes quanto à perda da biodiversidade e 

outros serviços ambientais, sendo essa perspectiva um desafio para toda a 

comunidade científica A transição de área natural para paisagens antrópicas 
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induzirá a perdas significativas da diversidade como um todo (Soares-Filho et 

al., 2005).   

Os conhecimentos do uso da terra e da cobertura do solo possibilitam de 

forma eficaz correlacionar e interpretar a variabilidade espacial da 

biodiversidade (Medonça-Santos et al., 2008). Reconhecer esses parâmetros é 

um passo importante para verificar como as modificações nos ecossistemas 

afetam a diversidade e as atividades dos organismos no solo. Estes não são 

apenas seus habitantes, mas também seus componentes. A biodiversidade e a 

atividade biológica estão estreitamente e diretamente relacionadas a funções e a 

características essenciais para a manutenção da capacidade produtiva dos solos.  

A Amazônia, em escala global, tem sido desvalorizada em projetos de 

priorização para conservação global. Myers et al. (2000) não a incluem na lista 

dos hotspots, justificando que esse ecossistema tem áreas com alta diversidade e 

habitats intactos. Porém, não se atentou para o fato de que a alteração da 

paisagem continua e que, quando o bioma, for apontado como uma área 

prioritária para conservação, muitas das espécies já poderão estar extintas. 

Assim como as Florestas Atlânticas e o Cerrado, a Amazônia merece 

prioridade de conservação (Bates & Demos, 2001).  

 

2.2 Leguminosae: atributos marcantes da família 

 A família Leguminosae possui distribuição cosmopolita, incluindo cerca 

de 19.327 espécies em 727 gêneros. É subdividida em 3 subfamílias: 

Papilionoideae, Caesalpinoidea e Mimosoideae (Lewis et al., 2005). Esta 

questão da classificação das leguminosas tem sido alvo de divergência entre 

estudiosos de leguminosas. A maioria deles que se baseia em dados 

macromoleculares e cladísticos consideram as leguminosas em uma única 

família - Leguminosae - e não aceitam o posicionamento de Cronquist (1988) 

que as consideram em três famílias distintas (Fabaceae, Caesalpiniaceae e 
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Mimosaceae). Outros autores, mesmo considerando as leguminosas em uma 

única família e os parâmetros evolutivos, as denominam de Fabaceae. 

 A subfamília Caesalpinoideae compreende 2.250 espécies; 

Mimosoideae, 3.270 espécies e Papilionoideae. 13.800 espécies, abrangendo 

árvores, lianas, ervas e arbustos (Lewis et al., 2005). Cada uma dessas famílias 

apresenta características peculiares que facilitam sua identificação no campo 

(Souza & Lorenzi, 2005). 

 O destaque no cenário brasileiro é notório, pois a família Leguminosae 

representa uma das maiores famílias de angiospermas, cerca de 10% do número 

total existente e sua importância é relevante, tanto no setor ecológico quanto no 

setor econômico. Economicamente, as leguminosas se destacam, pois são 

produtoras de óleos e resinas, frutos e sementes, que são utilizados como 

alimentos e as madeiras estão entre as mais valiosas do mundo (Graham & 

Vance, 2003). Ecologicamente falando, essas leguminosas são capazes de se 

associarem a bactérias diazotróficas, comumente chamadas de “rizóbio”, fixando 

o nitrogênio do ar, elemento importante no desenvolvimento das plantas. 

 Na Amazônia, há ampla distribuição geográfica das leguminosas, 

representada por diversas espécies (Silva et al., 1989). Esta família tem se 

evidenciado na maioria dos inventários florísticos desenvolvidos, apresentando 

abundância em matas primárias de terra firme (Moreira et al., 1992; Oliveira et 

al., 2008; Oliveira & Amaral., 2004).   

 Ressalta-se que os inventários florísticos na Amazônia representam uma 

tarefa árdua nas investigações científicas. Alguns problemas são muito 

complexos neste bioma, como a extensão territorial, a diversidade florística, o 

acesso às áreas, a altura de árvores e a escassez de taxonomistas. Tudo isso 

indica que muito ainda se tem por descobrir e que a pesquisa deve continuar, 

visto quão amplo e diverso se apresenta este ecossistema. 
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2.3 Fixação biológica de nitrogênio: processo mediado por bactérias 

diazotróficas 
Bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas em leguminosas (BFNNL) são 

microrganismos abundantes nos solos de muitos ecossistemas e desempenham papel 

importante quanto à entrada de nitrogênio no sistema. Essas bactérias apresentam 

elevada diversidade e ampla variabilidade quanto à eficiência simbiótica e formam 

estruturas altamente específicas, os nódulos, onde ocorre a conversão do N2 atmosférico 

a amônia, que é, então, incorporada em diversas formas de N orgânico para a utilização 

por algumas plantas, principalmente da família Leguminosae.  

Em 2001, isolados capazes de induzir nódulos em leguminosas e fixar 

nitrogênio foram identificados como pertencentes à subdivisão beta do filo 

Proteobactéria (Moulin et al., 2001). Essa descoberta ampliou ainda mais a 

distribuição de bactérias capazes de induzir nódulos em leguminosas, já que 

eram identificadas todas como sendo pertencentes à subdivisão alfa de 

Proteobactéria. Atualmente, portanto, têm-se conhecidos os seguintes gêneros: 

Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, 

Allorhizobium, Burkholderia, Methylobacterium, Bastobacter, Devosia, 

Ralstonia e Ochrobactrum (Moreira & Siqueira, 2006). Aliado ao fato da 

existência de um grande número de espécies de leguminosas e que nem todas 

foram analisadas quanto à diversidade dos microssimbiontes associados, é 

plausível imaginar que a diversidade de grupos de microrganismos seja superior 

ao identificado até o presente momento. 

As leguminosas evoluíram há a, aproximadamente, 60 milhões de anos e 

a nodulação, há 58 milhões de anos, não sendo esta última característica na 

família Leguminosae constatada em todas as subfamílias. Papilionoideae é a que 

apresenta maior número de espécies nodulíferas, seguida de Mimosoideae e 

Caesalpinoideae (Barberi et al., 1998; Faria et al., 1999; Sprent, 2006). 

Levantamentos sobre a capacidade de nodulação na região Amazônia foram 

realizados, tendo o primeiro relato sobre esta característica em várias espécies 
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florestais (Moreira et al.,1993a; Moreira et al., 1993b; Moreira et al., 1993c). 

Além disso, foram também consideradas condições de viveiro, uma questão 

importante a ser relevada quando se faz este tipo de trabalho, pois, no campo, 

alguns fatores podem impedir o estabelecimento da simbiose, que passa a não 

existir em condições mais controladas para a expressão da nodulação.  

Depois do carbono (C) e do hidrogênio (H), o nitrogênio (N) é o 

elemento mais importante na constituição da matéria orgânica, representando de 

8% a 16% do total. O nitrogênio participa da formação de moléculas 

fundamentais em diversos processos biológicos, tais como a produção de ácidos 

nucleicos e proteínas. Por ser elemento essencial, seu balanço afeta a formação 

de raízes, a fotossíntese, a produção e a translocação de fotoassimilados entre 

folhas e raízes, sendo o crescimento foliar primeiramente afetado. Apesar de sua 

abundância na atmosfera na forma de N2 (78%), o nitrogênio constitui, junto 

com água, o principal fator limitante da produção agrícola mundial, pois nenhum 

animal ou planta é capaz de utilizá-lo diretamente, devido à tripla ligação que 

existe entre os dois átomos do N2, que é uma das mais fortes de que se tem 

conhecimento na natureza.  

A fixação do nitrogênio, parte do ciclo biogeoquímico deste elemento, 

pode ser realizada por processos industriais que contribuem com 25% do total de 

nitrogênio fixado e por processos físicos como relâmpagos, combustão e 

vulcanismo, cuja contribuição com o total de nitrogênio fixado é de 10%. 

Porém, a maior contribuição está na fixação biológica de nitrogênio, responsável 

por 65% do total de nitrogênio fixado anualmente (Moreira & Siqueira, 2006). 

Nos nódulos, as bactérias fixadoras de nitrogênio precisam de ATP para 

consolidar o processo. Nessas estruturas, existem substâncias, chamadas leg-

hemogloblinas, que transportam oxigênio (essencial no processo) em taxas 

adequadas ao microssimbionte (Ott et al., 2005), o qual consegue quebrar a 

tripla ligação do N2 pela ação de um complexo enzimático e fixar o nitrogênio 
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biologicamente. Com esse mecanismo alternativo é possível economizar milhões 

de dólares de petróleo e gás natural (fontes energéticas não renováveis), 

contribuindo para reverter o quadro de queda de produtividade do país e assim 

aumentar a média nacional de produção sem o uso de adubos nitrogenados.  

Uma consideração importante a ser tratada são os fatores estressantes 

que afetam a planta. Estes refletem na simbiose estabelecida pelas bactérias 

diazotróficas. Dessa forma, fatores externos, como extremos de temperatura, 

déficit hídrico, acidez e contaminação dos solos com metais pesados, podem 

afetar o vigor da planta, afetando, consequentemente, a fixação de nitrogênio 

pelos “rizóbios”. Este processo é um mecanismo de nutrição de nitrogênio que 

gasta muita energia.  

As leguminosas precisam investir carbono fixado para manter as 

bactérias nodulíferas.  Por isso, a FBN é suprimida quando a disponibilidade de 

N no solo é suficiente (Jacob Neto et al., 1998). Além disso, a carência de 

nutrientes, como o fósforo, pode limitar a FBN e também a produção de 

biomassa nos sistemas naturais tropicais, em que é pouco disponível na maioria 

dos solos (Peoples & Craswell, 1992; Krolow et al., 2004).  

Definitivamente, a fixação biológica de nitrogênio é imprescindível. Daí 

a importância da investigação científica nesses procariotos diazotróficos, 

organismos responsáveis pela sustentabilidade do ecossistema. 

 

2.4 Diversidade microbiana  

Quando se fala em biodiversidade, desmatamento ou extinção de 

espécies em florestas tropicais, somente as espécies vegetais ou animais são 

apontadas, como, por exemplo, Cedrela fissilis ou o mico-leão-dourado, 

respectivamente. São bem-vindas todas as lutas em prol da preservação desses 

animais, porém, se esquece que seres importantíssimos, como os 

microrganismos estão sendo dizimados.  
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Assim, quando alguma catástrofe ambiental acontece, não só animais e 

vegetais, mas também os microrganismos são afetados e muitos deles não têm 

habilidades locomotoras, como outros seres vivos (Azevedo, 1998). Mas, por um 

lado, os pesquisadores se deparam com alguns empecilhos, no que diz respeito à 

autorização do governo federal, nos estudos da diversidade. Assim, espera-se 

que, no Brasil, possa haver uma simplificação na regulamentação de acesso para 

a pesquisa, pois só dessa forma o conhecimento da biodiversidade, que é o “ouro 

verde” para os brasileiros, poderá contribuir para o desenvolvimento do país 

(Clement, 2007). 

Por definição, a diversidade biológica consiste na variabilidade entre 

organismos vivos de qualquer origem, incluindo, entre outros, ecossistemas 

terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquáticos, e os complexos ecológicos 

de que fazem parte. Isso inclui diversidade dentro de espécies, entre espécies e 

de ecossistemas), um termo amplo que abrange desde microrganismos até 

organismos superiores, como os animais (Lewinsohn, 2006).  

Nos estudos de diversidade envolvendo a captura de bactérias por meio 

do uso de métodos indiretos, plantas iscas são consideradas variáveis 

importantes, uma vez que a diversidade do solo pode ser retratada tal como 

ocorre no mesmo. Mas, pode ser que essas leguminosas consideradas 

promíscuas não nodulem com todos os gêneros ou espécies de bactérias 

fixadoras de nitrogênio presentes no local da coleta deste solo e, assim, o uso de 

mais de uma planta isca é indicado nesse tipo de estudo. Já os métodos diretos 

envolvendo ferramentas moleculares são recomendáveis e úteis quando 

aplicados nos estudos de diversidade, porém, são onerosos e devem ser usados 

com cautela para que não haja desperdício de tempo e dinheiro (Moreira & 

Siqueira, 2006). 

A diversidade biológica pode ser medida em vários níveis taxonômicos 

(família, gênero, intraespécie, etc.) ou, ainda, em termos de determinadas 
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características genéticas ou fenotípicas (morfológicas, bioquímicas, fisiológicas 

e simbióticas). Por outro lado, em termos moleculares, a diversidade é 

caracterizada pelo número de diferentes tipos de sequências de DNA 

encontradas no ambiente. À exceção de animais e plantas superiores, o 

conhecimento da diversidade microbiológica, em termos de riqueza de espécies, 

distribuição local e global, e função no ecossistema, permanece ainda bastante 

incompleto (Azevedo, 1998).   

Os benefícios científicos esperados de um maior conhecimento sobre a 

diversidade microbiana são extensos (Hunter-Cevera, 1998). Entre eles, destaca-

se a melhor compreensão das funções exercidas pelas comunidades microbianas 

nos ambientes e o conhecimento das suas interações com outros componentes da 

biodiversidade. E a principal razão para o baixo número de espécies 

formalmente descritas é a necessidade de cultivo celular no processo de 

identificação dos microrganismos, o que, na grande maioria das vezes, não é 

possível pelo fato de apenas uma pequena fração dos microrganismos (<10% em 

solos e <1% em ambientes aquáticos) ser usualmente recuperada em estudos 

baseados em isolamento e cultivo. A utilização das metodologias moleculares 

levou, portanto, a uma drástica mudança na perspectiva da diversidade 

microbiana, porém, não dispensa o uso dos dados fenotípicos e adota-se uma 

taxonomia polifásica (integração de dados fenotípicos e genotípicos) para a 

identificação de novos microrganismos. Dentre esses dados fenotípicos, 

características simbióticas, culturais, morfológicas, bioquímicas e fisiológicas, 

destaca-se a caracterização cultural de colônias em que são avaliadas a produção 

de expolissacarídeos, o tamanho, a forma, a cor, o tempo de aparecimento de 

colônias e a alteração do pH do meio de cultura (Moreira, 1991; Jordan, 1984). 

As características culturais podem ser o passo primordial para classificar 

novos microrganismos e auxiliar nos estudos de diversidade. Jesus et al. (2005), 

por meio da caracterização cultural de isolados, encontraram ampla diversidade 
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de grupos culturais de BFNNL em solos cultivados com pupunha, mandioca e 

floresta primária na região do Alto Solimões na Amazônia. Estes autores 

constataram que a maioria dos isolados que acidificaram o meio de cultura 

apresentou características culturais dos gêneros Rhizobium, Sinorhizobium e 

Mesorhizobium. Já aqueles que alcalinizaram o meio de cultura apresentaram 

características culturais de Bradyrhizobium. Dos sistemas de uso trabalhados, 

nas áreas cultivadas com mandioca foi registrada maior diversidade e esse 

resultado indicou que os sistemas de uso alteraram as comunidades de BFNNL. 

As características culturais, no entanto, não geram informações sobre as 

relações evolutivas entre os organismos e as técnicas moleculares vieram para 

suprir essa deficiência dos métodos tradicionais. Mas, mesmo assim, por meio 

dessas características, os gêneros de rizóbio descritos até o momento podem ser 

diferenciados em meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928). 

Com o advento das técnicas de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

(Saiki et al., 1988) e seuenciamento de DNA (Sanger et al., 1977), os métodos 

moleculares, especialmente aqueles baseados no estudo da sequência do 16S 

rDNA, têm sido muito úteis na descoberta de novos microrganismos. É uma das 

técnicas mais utilizadas na detecção e identificação de microrganismos em 

ambientes naturais e que ganhou grande impulso nos últimos anos.  

Esta técnica permite amplificar segmentos pequenos e específicos do 

DNA, pela qual se obtêm, “in vitro”, várias cópias de um segmento de DNA, 

previamente conhecido. Para se fazer a amplificação de certa sequência de 

DNA, é necessário fazer, em primeiro lugar, a extração do DNA, depois sua 

amplificação (PCR) com algum “primer” (oligonucleotídeo iniciador) em um 

termociclador (Fungaro & Vieira, 1998). Comparações entre as sequências de 

nucleotídeos completas ou parciais do 16S rRNA têm sido amplamente 

utilizadas para avaliar relações filogenéticas entre muitas espécies de bactérias 

fixadoras de nitrogênio (Moulin et al., 2001, Moreira et al., 2006; Lima et al., 
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2009). Em estudos de diversidade de microrganismos, a técnica de PCR é 

utilizada em várias metodologias, como, por exemplo, na 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).  

O uso de marcadores moleculares para investigar a estrutura e a 

diversidade de comunidades microbianas tem possibilitado o desenvolvimento 

de uma nova metodologia no estudo dos aspectos característicos da ecologia 

desses organismos (Jesus & Moreira, 2008). Um marcador molecular confiável 

para análises filogenéticas deve possuir as características seguintes: ser 

distribuído universalmente, ser estrutural e funcionalmente homólogo, permitir o 

alinhamento das sequências e as mudanças nas sequências devem ocorrer 

proporcionalmente à distância evolucionária. Desse modo, os marcadores 

moleculares atuam como relógios moleculares.  

Um relógio molecular pode ser definido como uma molécula cuja 

sequência muda aleatoriamente com o tempo, segundo uma velocidade constante 

de mudança (nucleotídeos por milhão de anos). Com base no produto tempo 

vezes velocidade de mudança, pode-se determinar a relação filogenética entre 

duas sequências de organismos diferentes provindas de um ancestral comum 

(Woese, 1987). 

As sequências de 16S rDNA se tornaram padrão na determinação de 

relações filogenéticas, na avaliação da diversidade em amostras ambientais e na 

detecção e quantificação de populações específicas (Woese, 1987). A escolha do 

16S rDNA decorreu do fato de apresentar todas as características necessárias a 

um marcador molecular ideal: possui distribuição universal, estrutura e função 
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conservadas entre os taxa e tamanho grande o suficiente que permita o 

aparecimento de divergências na sequência. Por fim, o grande número de 

sequências de 16S rDNA disponíveis atualmente no Genbank, banco de 

sequências público National Center for Biotechnology Information – NCBI 

(2009), favorece ainda mais o uso desse gene como marcador molecular 

filogenético por permitir uma vasta gama de comparações.  

Estudos de diversidade genética em diferentes sistemas de uso na 

Amazônia Ocidental demonstraram que os isolados capturados por siratro, 

quando comparados ao banco de dados, foram filogeneticamente relatados como 

bactérias nodulíferas de leguminosas pertencentes aos filos α e β proteobactéria 

(Lima et al., 2009). Além disso, o siratro, espécie leguminosa promíscua, 

mostrou-se eficiente na captura de diferentes gêneros de bactérias fixadoras de 

nitrogênio.  

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

de BFNNL podem fornecer informações importantes sobre a ecologia desses 

microrganismos, principalmente na região Amazônica, onde poucos trabalhos 

foram realizados com BFNNL (Magalhães et al., 1982; Moreira et al., 1992; 

Pereira, 2000; Jesus et al. 2005, Nóbrega, 2006; Barberi, 2007; Neves, 2007; 

Lima et al., 2009; Guimarães, 2009; Jaramillo; 2010). 

 
 

2.5 Bactérias endofíticas promotoras de crescimento em nódulos de 

leguminosas 

As bactérias estão entre os organismos vivos mais diversos na Terra e 

podem compreender mais de um milhão de espécies. Apesar dessa grande 

diversidade, estima-se que se tenha conhecimento de apenas uma pequena fração 

das bactérias existentes (Torsvik et al., 2002). Estão presentes em todos os 

ambientes terrestres e, por meio de sua atividade metabólica, afetam as 

propriedades químicas e físicas de todo o ambiente à sua volta (Newman & 
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Banfield, 2002), ocupando e colonizando todos os nichos possíveis, como o 

sistema digestório de animais superiores e materiais mortos, água doce e 

salgada, interior de rochas e geleiras, fontes termais submarinas e até a 

superfície e o interior de plantas, como é o caso de bactérias endofíticas. 

Bactérias endofíticas são assim denominadas por viverem no interior das 

plantas sem causar danos visíveis (Hallmann et al., 1998), mas, dependendo da 

situação, podem agir na planta como um patógeno (Sabaratnam & Beattie, 

2003). Em colmo, folhas e nódulos de trevo vermelho, Sturz et al. (1997) 

mostraram colonização pelos endofíticos Pantoea agglomerans, Enterobacter 

agglomerans, Rhizobium spp., Agrobacterium spp., Curtobacterium spp., 

Bacillus spp., Bordetella spp., E. coli, Pasteurella spp., Pseudomonas spp. e 

Xanthomonas. Recentes trabalhos identificaram bactérias endofíticas dos 

gêneros Pantoea, Serratia, Acinetobacter, Bacillus, Agrobacterium e 

Burkolderia, em nódulos de leguminosas, por meio da análise filogenética do 

gene 16SrRNA (Li et al., 2008).  Os mesmos autores verificaram que essas 

bactérias não causaram nenhum efeito prejudicial para a planta, mas revelaram 

grande potencial na promoção de crescimento da planta pela produção de AIA 

(ácido indol-3-acético). A maioria dos endofíticos dos nódulos é de 

Agrobacterium tumefaciens, mas Bacillus e Pseudomonas também podem ser 

isoladas de nódulos (Mrabet et al., 2006). Lima et al. (2009) também verificaram 

alguns gêneros incomuns em nódulos de siratro que, provavelmente, também 

poderiam ser bactérias endofíticas, mas precisariam ser mais bem estudadas para 

a confirmação de que estas bactérias endofíticas de leguminosas seriam 

realmente bactérias nodulíferas.  

Quanto à promoção de crescimento vegetal pelas bactérias endofíticas, 

este se dá principalmente pela produção de fitormônios, como auxinas, 

citocininas, giberelinas, ácido abscícico e etileno pelas bactérias endofíticas. A 

produção desses fitormônios já foi relatada em várias bactérias, como 
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Gluconoacetobacter, Azospirillum, Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e 

Pseudomonas (Lee, 2004; Zakrahova et al., 1999; Kuklinsky-Sobral, 2004). O 

ácido indol-3-acético é uma auxina importante de ocorrência natural que 

provoca efeitos fisiológicos na planta e que pode ter três vias metabólicas: 

indole-3-acetamida (IAM), indole-3-piruvato (IpyA) e triptamina (TAM) 

(Theunis et al., 2004). Além disso, esta substância afeta consideravelmente a 

morfologia da raiz, o que possibilita maior entrada de nutrientes e exsudação 

radicular.  Em 34% dos isolados de soja identificados como Pseudomonas, 

Bukholderia e Enterobacter foi verificado o potencial para a promoção do 

crescimento vegetal pela produção do fitormônio AIA (Kuklinsky-Sobral et al., 

2004). 

Os mecanismos para explicar a existência dessas bactérias em nódulos 

ainda não estão claros e precisam ser aprimorados por meio de pesquisa para 

esclarecer essas evidências e assim haver maior exploração do potencial que as 

mesmas têm para o crescimento vegetal. 

As bactérias diazotróficas ocupam nichos distintos, podendo ser de vida 

livre, associativos e simbióticos. Um grupo de bactérias endofíticas presentes em 

diferentes espécies vegetais também é composto pelas bactérias diazotróficas, 

capazes de fixar nitrogênio. Esse processo biológico foi inicialmente descrito em 

bactérias diazotróficas da rizosfera e do rizoplano de uma grande variedade de 

plantas não-leguminosas (Döbereiner, 1992). Porém, evidências recentes 

mostram que algumas bactérias diazotróficas colonizam o interior da planta e 

são conhecidas como bactérias endofíticas fixadoras de nitrogênio (Olivares et 

al., 1996).  

Gramíneas de importância econômica, tais como cana-de-açúcar, já 

foram identificadas como hospedeiras de diversas espécies de bactérias 

endofíticas diazotróficas (Boddey et al., 2003). Esses endofíticos colonizam seus 

hospedeiros em grande número e causam um aumento na produção das culturas, 
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havendo a possibilidade de substituição do nitrogênio mineral pela fixação 

biológica de nitrogênio que, além de econômica, é ambientalmente vantajosa. 
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1 RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar fenotipicamente e 
genotipicamente bactérias isoladas de nódulos coletados de 16 espécies de 
leguminosas: Acacia multipinnata, Calopogonium mucunoides, Desmodium 
adscendens, Dalbergia inundata, Entada sp, Inga caynnensis, Inga edulis, Inga 
heterophylla, Inga umbellifera, Inga venusta, Machaerium floribundum, Mimosa 
pudica, Mimosa quadrivalvis, Pueraria phaseoloides, Piptadenia suaveolens e 
Pitryocarpa pteroclada. Para isto, coletas foram feitas em vários pontos 
amostrais alocados em 5 diferentes sistemas de uso da terra (SUTs) na região do 
Alto Solimões, AM: capoeira nova, capoeira velha, agrofloresta, agricultura e 
pastagem. Três nódulos de cada espécie em cada SUT foram selecionados para 
isolamento, onde todos os morfotipos obtidos em placas foram isolados e 
caracterizados culturalmente. Além disso, avaliou-se a eficiência desses isolados 
na fixação de nitrogênio em simbiose com Macroptilium atropurpureum para 
isolados representantes dos grupos culturais. Os isolados que não nodularam 
siratro e estimularam o crescimento da planta estatisticamente maior que 
controle absoluto foram avaliados considerando a produção de ácido indol-3-
acético. O gene 16S rDNA foi parcialmente seqüenciado para isolados 
representantes e submetidos à análise filogenética. Foram obtidos 442 isolados 
distribuídos em 5 SUTs. A partir da caracterização dos mesmos, 105 grupos 
foram formados e um representante de cada grupo foi inoculado em siratro sob 
condições axênicas para autenticação de bactérias nodulíferas fixadoras de 
nitrogênio. 52 destes isolados tiveram, com sucesso, o gene 16S rDNA 
parcialmente sequenciado e suas sequências submetidas a análise filogenética. 
No experimento de autenticação, 7 isoldados nodularam siratro e 98 não 
induziram a nodulação. Foi verificado que embora os 19 isolados testados 
produzissem ácido indol-3-acético, isto não estava relacionado com o aumento 
da matéria seca da parte aérea em siratro. Os isolados que nodularam Pueraria 
phaseoloides, Pitryocarpa pteroclada, Inga edulis e Mimosa quadrivalvis, foram 
identificados como pertencentes ao gênero  Rhizobium. Diversos isolados foram 
identificados como espécies e gêneros não reconhecidos com BFNNL, 
corroborando a possibilidade de sua coexistência com nódulos de bactérias 
fixadoras de nitrogênio em leguminosas. Em relação aos SUTs foi verificado 
que estes alteraram a diversidade das bactérias nos nódulos de diferentes 
espécies de leguminosas.  
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2 ABSTRACT 

 

This work aimed to isolate and characterize phenotypically and 
genotypically bacterial isolates from nodules collected from 16 leguminous 
species: Acacia, Calopogonium mucunoides, Desmodium adscendens, Dalbergia 
inundata, Entada sp, Inga caynnensis, Inga edulis, Inga heterophylla, Inga 
umbellifera, Inga venusta, Machaerium floribundum, Mimosa pudica, Mimosa 
quadrivalvis, Pueraria phaseoloides, Piptadenia suaveolens and Pitryocarpa 
pteroclada. For this, collections were made in several sampling points allocated 
in 5 different land use systems (LUSs) in Alto Solimões, AM region: young 
secondary forest, old secondary forest, agroforest, agriculture and pasture. Three 
nodules of each species in each LUS were selected for isolation, from which all 
morphotypes obtained in plates were isolated and characterized culturally. 
Besides that the nitrogen fixing efficiency in symbiosis with Macroptilium 
atropurpureum were evaluated for representative isolates of cultural groups. 
Isolates which did not nodulate siratro and stimulate plant growth statistically 
higher than the absolute control were assessed regarding the production of 
ndole-3-acetic acid. 16S rDNA gene were partially sequenced for representative 
isolates and submitted to phylogenetic analysis. 442 isolates distributed in 5 
LUS were obtained. From their characterization, 105 groups were formed and 
one representative of each group was inoculated in siratro under axenic 
conditions for authentication of nitrogen fixing nodulating bacteria. 52 of these 
isolates were successfully partially sequenced for 16S rDNA gene and their 
sequences submitted to phylogenetic analysis. In autentification experiment, 7 
isolates nodulated siratro and 98 did not induced nodulation.  produced acid 
indol-3-acetic, this was not related to the siratro shoot dry matter increase. 
Isolates which nodulated Pueraria phaseoloides, Pitryrocarpa pteroclada, Inga 
edulis and Mimosa quadrivalvis, were identified as belonging to genus 
Rhizobium. Several isolates were identified as species and genera not recognized 
as BFNNL, corroborating the possibility of their coexistence with nitrogen 
fixing bacteria in legume nodules. In relation to LUSs it was verified that these 
ones changed the diversity of bacteria in nodules of the different legume species. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

O ecossistema amazônico corresponde a 60% do território nacional e é o 

maior bioma do Brasil. Suas florestas tropicais abrigam alta biodiversidade, 

desde plantas até animais e microrganismos. Estes últimos são responsáveis pelo 

equilíbrio e manutenção do ecossistema e, muitas vezes, esquecidos nos estudos 

de diversidade, seja pelo tamanho microscópico ou importância dada somente a 

animais superiores em extinção (Moreira et al., 2006; Azevedo, 1998). 

 É sabido que mudanças drásticas nos ambientes podem levar a uma 

redução desses procariotos e comprometer toda a função do ecossistema. 

Estudos recentes em diferentes sistemas de uso da terra revelaram um efeito 

considerável destes na diversidade microbiana na região Amazônica (Lima et al., 

2009; Jesus et al., 2009). O mosaico de áreas naturais na Amazônia tem dado 

lugar a paisagens homogêneas, principalmente pela intervenção antrópica, o que 

afeta a funcionalidade natural do ecossistema, sendo a diversidade de 

microrganismos do solo extremamente alterada por essas mudanças, já que 

existe forte ligação entre a biodiversidade abaixo e acima do solo (Jesus et al., 

2009).   

Dentre esses microrganismos, destacam-se aqueles que se associam a 

leguminosas formando estruturas hipertróficas nas raízes e que são comumente 

chamados de “rizóbios”, responsáveis pela entrada de nitrogênio no sistema, 

elemento importante nos processos biológicos que ocorrem no solo. A família de 

angiosperma, Leguminosae, apresenta ampla distribuição geográfica na 

Amazônia, representada por diversas espécies que facilitam os estudos de 

diversidade de microrganismos presentes nos nódulos (Silva et al., 1989; 

Moreira et al., 1992; Moreira et al.,1993a; Moreira et al., 1993c; Moreira et al., 
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1993d). Para este propósito, o isolamento e a caracterização morfológica das 

colônias (produção de expolissacarídeos, o tamanho, a forma, a cor, o tempo de 

aparecimento de colônias e a alteração do pH do meio de cultura) (Vincent, 

1970) são passos primordiais para classificar novos microrganismos e auxiliar 

nos estudos de diversidade (Jesus et al., 2005). Mas, as características culturais, 

no entanto, não geram informações sobre as relações evolutivas entre os 

organismos e as técnicas moleculares vieram para suprir esta deficiência dos 

métodos tradicionais e, junto a dados fenotípicos, integrar a taxonomia 

polifásica, tornando mais completa e precisa a identificação de microrganismos. 

As técnicas de reação em cadeia da polimerase (PCR) (Saiki et al., 1988) 

e sequenciamento de DNA (Sanger et al., 1977), os métodos moleculares, 

especialmente aqueles baseados no estudo da sequência do 16S rDNA, têm sido 

muito úteis na descoberta de novos microrganismos e é uma das técnicas mais 

utilizadas no auxílio da detecção e da identificação de microrganismos em 

ambientes naturais e que ganhou grande impulso nos últimos anos. Um exemplo 

são estudos recentes de diversidade de bactérias por meio da análise filogenética 

do gene 16SrRNA em nódulos que têm identificado gêneros de bactérias 

diferentes daqueles que nodulam leguminosas (Li et al., 2008).  

O conhecimento da diversidade de microrganismos, em termos de 

riqueza de espécies, distribuição local e global, e função no ecossistema, 

permanece ainda bastante incompleto, mas estudos feitos nesse sentido tem 

revelado o grande potencial da Amazônia (Jesus et al., 2005; Lima et al., 2005; 

Lima et al., 2009). Identificar a ocorrência, a diversidade e a eficiência de 

bactérias que nodulam leguminosas pode fornecer informações importantes 

sobre a ecologia desses microrganismos nesta região.  

Assim, este trabalho foi realizado o objetivo específico de isolar e 

caracterizar, fenotípica e genotipicamente, bactérias presentes em nódulos de 

diferentes leguminosas. Além disso, verificar a eficiência de populações dessas 
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bactérias, noduladas ou não por siratro (Macroptilium atropurpureum), 

verificando se a produção de ácido indol-3-acético contribuiu para o incremento 

da parte aérea desta leguminosa e se os sistemas de uso da terra na região do 

Alto Solimões, AM alteram a comunidade de bactérias isoladas destes nódulos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Área de estudo e coleta 

 Este trabalho faz parte do projeto Conservation and Sustainable 

Management of Below-Ground Biodiversity. As áreas amostradas (janelas) são 

de, aproximadamente, 9 ha, enumeradas de 1 a 6. As janelas 1 e 2 situam-se na 

comunidade Guanabara II; as janelas 3, 4 e 5 na comunidade de Nova Aliança e 

a janela 6 dista, aproximadamente, 2 km do centro do município de Benjamin 

Constant, a sudeste do mesmo e a 1,9 km do rio Javari, um tributário do rio 

Solimões, que serve de limite entre Brasil e Peru (Figura 1, Navarrete, 2009). 

Dentro de cada janela existem vários pontos demarcados e georreferenciados, 

abordando diferentes sistemas de uso e cobertura da terra que foram 

caracterizadas por Fidalgo et al. (2005). 

Espécies de leguminosas capazes de nodular ou sobre as quais não 

existam informações disponíveis a respeito dessa característica já foram 

identificadas nos pontos amostrais da área do projeto em Benjamin Constant. 

Com base nesse levantamento, selecionando apenas as espécies leguminosas 

nodulíferas, é que foi possível sua identificação e coleta de nódulos no campo 

(Nogueira, 2007; Oliveira, 2007). 

Para facilitar esta identificação, foi necessário o auxílio de pessoas das 

comunidades anteriormente citadas, assim como a apresentação do nome vulgar 

da espécie e fotografias de exsicatas das espécies do herbário do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA). Ressalta-se que, entre o ano do 

levantamento florístico e o da coleta de nódulos, houve alterações nos sistema de 

uso da terra e, consequentemente, mudanças na composição florística da área. 
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 Foram coletados nódulos de raízes de 16 espécies leguminosas em 

vários pontos amostrais do projeto (Tabela 1): Acacia multipinnata (AM), 

Calopogonium mucunoides (CM), Desmodium adscendens (DA), Dalbergia 

inundata (DI), Entada sp. (E), Inga caynnensis (IC), Inga edulis (IE), Inga 

heterophylla (IH), Inga umbellifera (IU), Inga venusta (IV), Machaerium 

floribundum (MF), Mimosa pudica (MP), Mimosa quadrivalvis (MQ), Pueraria 

phaseoloides (Pp), Piptadenia suaveolens (PS) e Pitryocarpa pteroclada (Pt) 

(Tabela 1). Esses nódulos foram coletados em vários pontos amostrais, 

distribuídos em cinci sistemas de uso da terra: capoeira nova, capoeira velha, 

agrofloresta, agricultura e pastagem. Uma mesma espécie ocorreu em mais de 

um sistema de uso da terra (Tabela 2). No sistema de uso floresta primária não 

foram feitas coletas de nódulos. O nitrogênio neste ecossistema não é um fator 

limitante e, provavelmente, a condição equilibrada desse ambiente não expressa 

a nodulação nas leguminosas da área.  

 Na coleta, sistemas radiculares das espécies de leguminosas foram 

retirados do solo com o auxílio de um enxadeco, escavando-se cuidadosamente 

raízes secundárias a partir do tronco até suas raízes mais finas, onde geralmente 

estão os nódulos, evitando-se que estes se destacassem da raiz (Moreira & Silva, 

1993a). Após a coleta, ainda no campo, os nódulos foram armazenados em sacos 

plásticos, até que fossem lavados em água corrente, usando uma peneira. Após 

esse procedimento, foram transferidos e armazenados individualmente em 

frascos de vidro com tampa encaixável contendo um chumaço de algodão na 

parte inferior e sílica gel na parte superior. Esse armazenamento foi mantido até 

a próxima etapa do trabalho (isolamento das bactérias dos nódulos no 

Laboratório de Microbiologia do Solo-DCS/UFLA). Foram coletados, no 

máximo, 40 nódulos, não tendo este número sido atingido para todas as espécies 

de leguminosas. 
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FIGURA 1 Área amostral do projeto Conservation and Sustainable Management of Below-Ground Biodiversity.
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4.2 Isolamento e caracterização cultural 

Para o isolamento das bactérias foram usados três nódulos provenientes 

de cada espécie de leguminosa. Antes do isolamento das bactérias dos nódulos, 

estes foram bem lavados e reidratados em água destilada estéril, por 5 minutos. 

Após esse procedimento, os nódulos foram desinfestados superficialmente, 

sendo primeiramente imersos em álcool etílico 95%, em seguida em H2O2, por 1 

minuto e, depois, lavados seis vezes com água destilada estéril. Posteriormente, 

foram macerados em placas contendo meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 

1928) e o material foi espalhado em forma de estrias compostas para a obtenção 

de colônias isoladas.  

Após a purificação dos isolados, estes foram transferidos para tubos com 

meio sólido 79, a 4oC, armazenados em tubos rosqueáveis de plástico e também 

em meio líquido, acrescidos de glicerol 20% e armazenados a -80oC. As 

bactérias foram cultivadas sob temperatura de 28ºC. Todos os morfotipos 

observados foram plaqueados para purificação. Após a purificação dos isolados, 

as seguintes características culturais foram avaliadas: alteração do pH do meio 

de cultura após o crescimento da bactéria (ácido, neutro ou alcalino); taxa de 

crescimento, avaliada pelo tempo de formação de colônias isoladas (1 dia, 

crescimento muito rápido; 2-3 dias, crescimento rápido; 4-5 dias, crescimento 

intermediário; 6-10 dias, crescimento lento; mais de 10 dias, crescimento muito 

lento); características das colônias: cor das colônias (creme, branca, amarela ou 

rosa); diâmetro das colônias (mm); borda (inteira, irregular ou lobada); forma 

(circular, irregular ou puntiforme); elevação (plana, lenticular, convexa ou 

pulvinada); detalhes ópticos (translúcida, transparente, brilhante ou opaca) e 

consistência da colônia (seca, aquosa, gomosa, butírica ou viscosa). O muco 

produzido pelas células foi avaliado quanto à quantidade (escasso, pouco, 

moderada ou abundante) (Moreira, 1991).  
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Para a identificação dos isolados foram utilizadas letras iniciais 

referentes ao nome da espécie; um primeiro número referente ao ponto de coleta 

das espécies e um segundo número correspondente ao número do nódulo 

isolado, seguidos de uma letra que determina o isolado obtido daquele respectivo 

nódulo. A partir dos dados de caracterização morfológica foi possível construir 

uma matriz binária e agrupar os isolados por meio dendrograma cultural pelo 

método da média aritmética não ponderada, ou UPGMA, com a utilização do 

coeficiente de Jaccard e o programa estatístico Numerical Taxonomic and 

Multivariate Analysis System (NTSYS), version 2.0, Applied Biostatistics, New 

York.  

Após a construção do dendrograma cultural, procedeu-se o cálculo do 

índice de diversidade de Shannon-Weaver (Shannon & Weaver, 1949) tanto para 

os sistemas de uso quanto para as 16 espécies leguminosas. Para o cálculo desse 

índice considerou-se k o número de grupos formados com diferentes 

características culturais e pi a abundância relativa dos isolados de cada grupo. 
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TABELA1 Descrição das espécies leguminosas.  

 
N.V1: nome vulgar, SUBF2: subfamília, H3: hábito 

ESPÉCIES 

Número de 

registro no 

herbário 

(INPA) 

N.V1 SUBF.2 H3 

Acacia multipinnata (AM) 
88656 

Cipó rabo-de-

camaleão 
Mimosoideae 

Cipó 

herbáceo 

Calopogonium mucunoides 

(CM) 154390 
Feijão-de-rato 

Papilionoide

ae 

Liana 

herbácea 

Dalbergia inundata (DI) 
53921 

Envira-

tucunaré 

Papilionoide

ae 

Liana 

lenhosa 

Desmodium adscendens 

(DA) 223865 

Carapicho-

chato 

Papilionoide

ae 
Erva 

Entada sp. (E) 
157771 

Pau-de-

capoeira 
Mimosoideae 

Liana 

herbácea 

Inga caynnensis (IC) 215375 Ingá-açu Mimosoideae Árvore 

Inga edulis (IE) 
137161 

Ingá-

verdadeiro 
Mimosoideae Árvore 

Inga heterophylla (IH) 203921 Ingá-xixica Mimosoideae Árvore 

Inga umbellifera (IU) 147049 ingarana Mimosoideae Árvore 

Inga venusta (IV) 196582 Ingá-do-mato Mimosoideae Árvore 

Machaerium floribundum 

(MF) 209741 
Cipó Mimosoideae Arbusto 

Mimosa pudica (MP) 13963 Sensitiva Mimosoideae Arbusto 

Mimosa quadrivalvis (MQ) 
197184 

Dormideira-

gigante 
Mimosoideae Erva 

Piptadenia suaveolens (PS) 
162118 

Faveira Mimosoideae 
Liana 

lenhosa 

Pitryocarpa pteroclada (Pt) - Jurema Mimosoideae Árvore 

Pueraria phaseoloides (Pp) 
34829 

Pueraria Mimosoideae 
Liana 

herbácea 
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TABELA 2 Pontos de coleta de nódulos de espécies leguminosas, nos diferentes 
sistemas de uso da terra, na região do Alto Solimões, AM. 

 

SUTS JANEL
AS PONTOS ESPÉCIES LEGUMINOSA 

J2 18 Calopogonium mucunoides, Inga edulis 

J2 21 Dalbergia inundata, Inga edulis, Pueraria phaseoloides 
J2 22 Acacia multipinnata, Inga caynnensis, 
J2 23 Inga umbellifera 

J2 26 Inga edulis 

J2 28 Mimosa pudica 

J2 31 Pitryocarpa pteroclada, Pueraria phaseoloides 

J2 32 Pueraria phaseoloides, Pitryocarpa pteroclada, Inga edulis 

J3 34 Desmodium adscendens 

J4 64 Calopogonium mucunoides, Inga edulis 

J5 69 Inga edulis 

J6 81                           Inga venusta 

CAPOEIRA 

NOVA 

J6 81A Inga venusta 

J2 17 Desmodium adscendens, Inga edulis 
J5 66 Entada sp., Mimosa quadrivalvis, Pitryocarpa pteroclada 

J5 67 Calopogonium mucunoides 

J5 67A Calopogonium mucunoides 

J5 68 Acacia multipinnata, Inga caynnensis, Machaerium floribundum 

AGROFLORESTA 

J5 68A Calopogonium mucunoides, Inga caynnensis 

 J2 19 Calopogonium mucunoides, Inga edulis 

J4 50 Calopogonium mucunoides 

J4 54 Calopogonium mucunoides, Desmodium adscendens, Inga 
heterophylla 

J4 59 Calopogonium mucunoides, Desmodium adscendens, Inga edulis, 
Inga venusta 

J4 60 Calopogonium mucunoides, Inga venusta 

J5 65 Calopogonium mucunoides 

J5 71 Acacia multipinnata, Piptadenia suaveolens 

J5 71A Inga venusta, Pitryocarpa pteroclada 

J5 76 Inga caynnensis 

J5 77 Calopogonium mucunoides 

J5 79 Inga caynnensis, Inga venusta, 

CAPOEIRA 

VELHA 

 

J5 80 Calopogonium mucunoides, Inga venusta 
J2 24A Inga venusta 

J2 29 Inga edulis, Pueraria phaseoloides AGRICULTURA 

J5 70A Inga caynnensis, Calopogonium mucunoides  

J6 83 Calopogonium mucunoides  
PASTAGEM 

J6 92 Desmodium adscendens 
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4.3 Autenticação e eficiência dos isolados 

 A partir de uma avaliação criteriosa dos grupos culturais, foram 

selecionados isolados representantes que contemplassem todas as espécies 

encontradas em todos os sistemas de uso da terra. Esses isolados, provenientes 

de diferentes hospedeiros, foram autenticados em siratro (Macroptilium 

atropurpureum), a fim de verificar a capacidade de induzir nódulos nesta 

leguminosa.  

 O siratro é uma leguminosa promíscua e tem sido usado com sucesso 

nos experimentos de captura de bactérias que nodulam leguminosas, 

principalmente na Amazônia (Jesus et al., 2005; Lima et al., 2009; Pereira, 

2000). Para a autenticação, foram testados 105 representantes contemplando os 

isolados de todas as espécies em cada um dos sistemas de uso estudados. Para 

capoeira nova (CN), foram testados 25 isolados, envolvendo 11 espécies de 

leguminosas; para capoeira velha (CV), 25 isolados referentes a 9 espécies; para 

a agricultura (AGRI), 18 isolados de 5 espécies e, por último, 9 isolados em 

pastagem (PAST) de 2 espécies leguminosas (Tabela 3). 

 

TABELA 3 Isolados representes autenticados em siratro (Macroptilium 
atropurpureum). 

 
Capoeira nova Capoeira velha Agrofloresta Agricultura Pastagem 

AM22-01C AM71-01A AM68-02A CM70A-01A CM83-01A 
CM18-01A CM50-01A AM68-02C CM70A-01B CM83-01B 
CM59-01A CM50-03A AM68-03A CM70A-03A CM83-02A 
DI21-01B CM60-01A AM68-03B CM70A-03B CM83-02B 
DI21-02C CM65-02A CM68A-01F IC70A-02A CM83-02C 
DI21-03A CM80-01B CM68A-01G IC70A-03A CM83-03A 
DI21-03B CM80-03A CM68A-03C IE29-01B DA92-01A 
IC22-01A DA54-02A CM68A-03D IV24A-01C DA92-02A 
IC22-02B DA59-03A DA17-03B IV24A-03A DA92-03A 
IC22-03A IC76-01A E66-01C IV24A-03C  

  
 

...Continua… 
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IE18-01A 

 
IC79-01B 

 
E66-03B 

 
IV24A-03D  

IE21-01B IC79-02A IC68-03B Pp29-01A  
IE32-02A IC79-03D IC68A-01A Pp29-01B  
IE64-02C IE19-01A IC68A-01B Pp29-01C  
IE64-02D IE59-03A IC68A-02B Pp29-01D  
IE69-02A IH54-02A IE17-02D Pp29-03A  
IU23-01A IH54-03A MF68-01A Pp29-03B  
IU23-01B IV59-02A MF68-03A Pp29-03C  

IV81A-02A IV71A-01A MQ66-02E   
IV81A-03B IV71A-03A MQ66-03B   
MP28-01A PS71-01B IC76-03A   
Pp21-02C PS71-01C Pt66-01B   
Pp31-01A Pt71A-01B Pt66-02C   
Pp31-03A Pt71A-01C Pt66-03A   
Pp32-02A Pt71A-03A Pt66-03B   
Pt31-02C     
Pt32-01B     

 
 

O experimento de autenticação foi realizado em casa de vegetação do 

Laboratório de Microbiologia do Solo (DCS) da Universidade Federal de 

Lavras (UFLA). Foram utilizadas garrafas de vidro âmbar de 500 mL, 

recicláveis, tipo long neck contendo no tratamento inoculados e no controle 

sem inoculação e sem nitrogênio mineral a solução nutritiva de Hoagland 

e Arnon (1950) com uma baixa concentração de nitrogênio (5,25 mg L-1), 

a qual é considerada uma dose de arranque para o processo de fixação 

biológica de nitrogênio: NH4H2PO4 0,1 mL L-1; KNO3 0,6 mL L-1 ; 

Ca(NO3)2.4H2O 0,4 mL L-1; MgSO4.7H2O 2 mL L-1; K2SO4 3 mL L-1; 

Ca(H2PO4)2.H2O 10 mL L-1; CaSO4.2H2O 200 mL L-1;H3BO3 2,86 mg L-1 ; 

MnCl2.4H2O 1,81 mg L-1; ZnSO4.7H2O 0,22 mg L-1; CuSO4.5H2O 0,08 mg L-1, 

Na2MoO4.H2O 0,09 mg L-1 e FeCl3 1mL, diluída quatro vezes.  

O experimento constituiu-se de 3 repetições, utilizando um 

delineamento inteiramente casualizado com 109 tratamentos, sendo 105 

isolados, 2 controles positivos (BR29 e UFLA-04212) e 2 controles negativos 

“TABELA 3, Cont.” 
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(com nitrogênio e sem inoculação e sem nitrogênio e sem inoculação). No 

controle com N mineral utilizou-se a solução de Hoagland e Arnon (1950), 

constituída de: NH4H2PO4 2 mL L-1; KNO3 12 mL L-1; Ca(NO3)2.H2O 8 mL L-1; 

MgSO4.7H2O 4 mL L-1 H3BO3 2,86 mg L-1; MnCl2.4H2O 1,81 mg L-1; 

ZnSO4.7H2O 0,22 mg L-1; CuSO4.5H2O 0,08 mg L-1, Na2MoO4.H2O 0,09 mg   

L-1 e FeCl3 2mL. Os controles positivos BR29/SEMIA 5019 referem-se à estirpe 

recomendada como inoculante para a soja (Glicine max) pela Reunião de 

laboratórios para recomendação, padronização e difusão de tecnologia de 

incoulantes microbiológicos de interesse agrícola (RELARE), identificada 

como Bradyrhizobium elkanni (Rumjanek et al., 1993) e UFLA-04212 refere-se 

a um isolado eficiente em simbiose com siratro (Florentino, 2007).  

Após o preparo das garrafas com uma tira de papel filtro, fita adesiva, 

papel alumínio e a solução nutritiva, estas foram autoclavados por uma hora, à 

pressão de 1,5 kg cm-2 e a 127°C. As sementes foram desinfestadas e 

escarificadas com ácido sulfúrico puro, por 10 minutos e com lavagens 

sucessivas em água estéril. Posteriormente, foram imersas em água estéril, por 2 

horas e colocadas em placa de Petri com algodão autoclavado umedecido, por 

20 horas, em condições de assepsia na câmara de fluxo. As sementes pré-

germinadas foram inseridas manualmente no orifício da garrafa com auxílio de 

uma pinça estéril.  

Para inoculação das plantas, 1 mL de cultura crescida em meio de 

cultura 79 (Fred & Wasksman, 1928) líquido por 3 dias foi utilizado, já que 

todos os isolados eram de crescimento rápido, exceto para a estirpe do controle 

positivo (BR29), que foi crescida por 6 dias. As plantas foram colhidas 40 dias 

após a germinação para a determinação da matéria parte aérea seca, avaliação e 

peso de nódulos e raízes secas. Os nódulos, depois de contados, assim como a 

parte aérea, foram acondicionados em sacos de papel e levados para a estufa de 

circulação forçada (65° a 70°C) até peso constante, para a determinação do peso 
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de nódulos secos. Já as raízes foram colocadas em placa de Petri com o mesmo 

propósito.  

A eficiência relativa de cada tratamento foi calculada segundo a 

fórmula (Bergensen et al., 1971): EFR = (MSPA inoculada)*100/(MSPA da 

planta com nitrogênio mineral). Os dados foram analisados estatisticamente 

utilizando o programa SISVAR versão 4.3 (Ferreira, 2000) e os efeitos dos 

tratamentos foram comparados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de 

probabilidade. 

 

4.4 Extração, amplificação e sequenciamento de DNA 

Um total de 105 isolados representantes dos 105 grupos culturais 

autenticados teve seu DNA inicialmente extraído. Para a realização desse 

procedimento, as colônias isoladas foram crescidas em meio YMA (79) líquido, 

em que 1,5 mL da cultura saturada foi centrifugada por 2minutos (3x). O 

sobrenadante foi descartado e o pélete lavado em 1 mL do tampão TE 10mM, 

centrifugado por 2 minutos, a 9441g e ressuspendido em 567µL do  tampão TE 

50mM. Em seguida, foram adicionados 30µL de SDS (10%), 3µL proteinase K 

(20mg/ml), misturados vigorosamente e incubados, a 37ºC, por uma hora. Foram 

adicionados 100µL de NaCl 5M, 80µL de solução CTAB/NaCl e mais uma vez 

misturados vigorosamente e incubados por 10 minutos, a 65ºC. Adicionram-se 

500 µL de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1), misturados e centrifugados 

(9441g), por 10 minutos. O sobrenadante (400µL) de cada amostra foi passado 

para novos tubos, aos quais foram adicionados 360µL de isopropanol. Em 

seguida, os tubos foram vertidos lentamente até que o precipitado se tornasse 

visível e incubados no freezer, a -20ºC, durante toda a noite para precipitação do 

DNA. Após a incubação, este foi lavado com 800µL de etanol 70%, 

centrifugado por 4 minutos, a 9441g e colocado para secar, sendo 

posteriormente dissolvido em 120µL de tampão TE 10mM, repousado por 4 
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horas, 20ºC e logo mantidos no freezer até que as amostras fossem preparadas 

para o PCR  (Ausubel et al., 1987). 

          O gene 16S rDNA dos microrganismos foi amplificado por reação de PCR 

utilizando o conjunto de iniciadores 27F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) 

e 1492R(5’GGTTACCTTGTTACGACTT). O sistema de reação para PCR foi 

composto pelos seguintes reagentes (volume em µL): água mili-Q estéril, (25,1), 

tampão 10X (5,0), MgCl250mM (2,5), dNTPs 2mM, (5,0),  primers 5mM  (1,0) 

e Taq 5U/µl (0,4). Como moldes para a reação, foram utilizadas alíquotas de 10 

µL do DNA.  

A reação de PCR foi conduzida no termociclador Eppendorf 

Mastercycle® e as temperaturas do ciclo de amplificação foram: de desnaturação 

inicial de 94°C, por 5 minutos, 40 ciclos de desnaturação (94°C, por 40 

segundos); de anelamento (55°C, por 40 segundos); de extensão (72°C, por 1 

minuto e 30 segundos) e de extensão final de 72°, por 7 minutos, manutenção a 

4°C.  

A reação de PCR do 16S rDNA  (50 µL) foi corrida em gel de agarose 

1% (p/v), com tampão TAE. Foi utilizado como tamanho molecular o marcador 

1 kb plus DNA Ladder (InvitrogenTM) e, depois, corada em brometo de etídeo 

(5 µg mL-1). As amostras foram congeladas e liofilizadas e enviadas para a 

empresa Macrogen, na República da Coreia, para a realização de purificação e 

sequenciamento direto, utilizando o oligonucleotídeo iniciador 27F. As 

sequências obtidas foram analisadas quanto à qualidade, pelo programa 

Chromas. Somente sequências com mais de 400 pb foram utilizadas para a 

análise filogenética.  

Foram obtidas sequências similares no GenBank (NCBI) utilizando o 

programa Basic Local Alignment Search Tool (Blast, 2009), para a realização do 

alinhamentos pelo programa ClustalW. As sequências alinhadas foram utilizadas 

para análise filogenética, por meio do método Neighbour-Joining usando 
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Kimura-2 parâmetros (Kimura, 1980), pelo programa MEGA 4.1 (Tamura et al., 

2007), aplicando um bootstrap, com um mínimo de 2.000 replicações. 

 

4.5 Avaliação da produção de substâncias reguladoras - AIA  

 Para os isolados que não induziram nodulação em siratro, mas 

apresentaram plantas bem desenvolvidas e foram estatisticamente iguais ao 

controle UFLA-04212, no parâmetro eficiência relativa, foi verificada a 

potencialidade na produção de hormônio AIA (ácido indol-3-acético) que, 

provavelmente, estaria promovendo este crescimento e desenvolvimento nas 

plantas de siratro. Como controle negativo foi utilizado um isolado que não 

induziu a nodulação e que foi ineficiente quando comparado a esta estirpe 

controle. Também foi realizado um teste de correlação de Pearson (Sigmaplot 

11.0) com os valores médios da matéria da parte aérea seca (MPAS) e a 

produção de ácido indol-3-acético (AIA). 

Para verificar o potencial dos isolados testados na produção de AIA, 

assim como o padrão positivo Azospirillum brasiliense (BR11001) e o padrão 

negativo (AM71-01A), estes foram crescidos em meio Dygs (g.L-1): glicose 

(2,0), ácido málico (2,0), peptona bacteriológica (1,5), extrato de levedura 

(2,0), K2PO4 (0,5), MgSO4.7H2O (0,5) e ácido glutâmico (1,5). Após o 

crescimento, as células foram centrifugadas e ajustadas a DO 0,5, utilizando 

solução salina (0,85%). O AIA produzido foi quantificado a partir de alíquotas 

de 500µL de solução bacteriana inoculadas em 20 mL de meio Dygs (sem L-

triptofano e suplementado com 100 mg L-1de L-triptofano). Foram incubadas 

por 72 horas, a 30°C, sob agitação constante.  

Após este período, foram centrifugadas, a 8763g, por 10 minutos. Em 

seguida, do sobrenadante obtido, foram retirados 3 mL e adicionados 2 mL de 

reagente de Salkowski (Sarwar & Kremer, 1995). O material foi então 

reservado por 30 minutos em ambiente escuro, para o desenvolvimento da cor 
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rósea, indicativo da produção de AIA. A intensidade da cor foi determinada em 

espectrofotômetro, a 535 nm (Asghar et al., 2002). A concentração dos 

compostos indólicos foi estimada com uma curva-padrão, previamente 

preparada com meio de cultura esterilizado não inoculado e com quantidades 

conhecidas de ácido indol-3-acético de 0, 25, 50, 100, 150, 200 e 300 µg mL-1, 

de acordo com a equação y = 0,0013x + 0,0043 (R2 = 0,987). Os dados foram 

analisados utilizando o programa SISVAR versão 4.0 (Ferreira, 2000) 

utilizando o teste Scott-Knott (5%) em delineamento inteiramente casualizado 

com três repetições. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

5.1 Isolamento e caracterização cultural        

 A partir dos nódulos das 16 espécies leguminosas foram obtidos 442 

isolados, sendo 149 referentes aos nódulos coletados de 11 espécies do sistema 

de uso capoeira nova, 152 isolados da capoeira velha oriundos de 9 espécies, 89 

isolados da agrofloresta oriundos de 9 espécies, 38 isolados da agricultura com 5 

espécies e com um número menor em pastagem com 14 isolados oriundos de 2 

espécies de leguminosas (Figura 2).  

Ressalta-se que nem todos os isolados apresentaram características 

típicas de bactérias nodulíferas fixadoras de nitrogênio de leguminosas 

(BNFNL), uma vez que todos os morfotipos existentes nos nódulos e observados 

em placa foram caracterizados morfologicamente. Ressalta-se que uma mesma 

espécie ocorreu em mais de um sistema de uso e mais de uma vez, em pontos 

diferentes, no mesmo sistema de uso (Figura 3 e 4). Aqueles que apresentaram 

características típicas de rizóbio indicaram pertencer ao gênero Rhizobium, o que 

foi observado para alguns isolados de diferentes espécies leguminosas. Já 

aqueles que não apresentaram essas características, denotaram pertencer a outros 

gêneros que, por sua vez, estariam coexistindo nos nódulos com BNFNL. 

O número de isolados dos sistemas de uso capoeira nova e velha que 

acidificou o meio se igualou e foi superior aos sistemas de uso agricultura, 

agrofloresta e pastagem. Já considerando, de forma geral, todos os sistemas de 

uso da terra, a maioria dos isolados acidificou o meio de cultura (60%), e as 

percentagens daqueles que alcalinizaram e neutralizaram o meio, de 8,6% e 

31,4%, respectivamente, apresentando produção de pouco muco com 

consistência gomosa, cromogênese creme da colônia, forma circular e absorção 

de indicador negativa (Figura 5).  
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A taxa de crescimento foi rápida (2-3 dias) para 100% dos isolados, 

denotando que gêneros, como Bradyrhizobium, em que a taxa de crescimento é 

lenta, não estariam nodulando as espécies em questão, como encontrado nos 

estudos com leguminosas florestais por Moreira et al. (1993b), na Amazônia. As 

características culturais são o passo primordial para identificar novos 

microrganismos e auxiliar nos estudos de diversidade. Jesus et al. (2005), por 

meio da caracterização cultural de isolados, encontraram ampla diversidade de 

grupos culturais de BFNNL em solos cultivados com pupunha e mandioca e de 

floresta primária na região do Alto Solimões na Amazônia, constatando que a 

maioria dos isolados que acidificaram o meio de cultura apresentaram 

características culturais dos gêneros Rhizobium, Sinorhizobium e 

Mesorhizobium. Já aqueles que alcalinizaram o meio de cultura apresentaram 

características culturais de Bradyrhizobium.  
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FIGURA 2 Número de isolados obtidos em cada sistema de uso da terra, 
considerando 16 espécies leguminosas. 



 49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3 Número de morfotipos isolados por nódulo de cada espécie de 
leguminosa nos referidos SUTs em que as mesmas foram 
encontradas. P: ponto de coleta. 
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FIGURA 4 Número de morfotipos isolados por nódulo de cada espécie de 

leguminosa nos referidos SUTs em que as mesmas foram 
encontradas. P:ponto de coleta. 
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FIGURA 5 Distribuição de todos os isolados obtidos das 16 espécies leguminosas estudadas, com base nas características culturais 
avaliadas: produção de muco (PM), consistência da massa de crescimento (CMC), absorção de indicador (AI) e forma 
da colônia (F). 
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A partir das características morfológicas avaliadas dos 442 isolados, 

foram obtidos 105 grupos culturais por meio do agrupamento realizado por meio 

do dendrograma cultural analisado a 80% de similaridade (Figura 6). Este 

agrupamento revelou grande diversidade de isolados provenientes das diferentes 

espécies e sistemas de uso da terra e, a partir destesm foram selecionados os 

isolados representantes de cada grupo cultural (Anexo 1A). 

 

 

FIGURA 6 Dendrograma de similaridade baseado em características fenotípicas 
culturais de bactérias isoladas de diferentes leguminosas com grupos 
formados a 80% de similaridade. 
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 A diversidade calculada pelo índice de Shannon mostrou diferenças 

entre a diversidade fenotípica nos distintos sistemas de uso e também 

comportamento diferenciado na captura de bactérias pelas diferentes espécies 

leguminosas (Tabela 4 e 5). Considerando os sistemas de uso da terra, foi 

verificado um maior índice de diversidade no sistema de uso capoeira velha e 

um menor índice em pastagem. O próprio número de leguminosas encontradas 

em capoeira velha, que foi alto, pode ter favorecido o aumento desta diversidade 

de bactérias nestas áreas, assim como um menor número encontrado em 

pastagem levou a um menor índice de diversidade. Também a própria 

sustentabilidade dos sistemas de uso pode ter favorecido estes valores, já que a 

capoeira velha é um sistema de uso que sofre pouca interferência, como fogo e 

pisoteio, em relação à pastagem. 

Quanto à diversidade de bactérias encontradas nos diferentes sistemas de 

uso, foi verificado um maior índice para Calopogonium mucunoides e um menor 

número para Inga heterophylla. A freqüência destas espécies nos sistemas de 

uso, explicam estes índices, uma vez que Calopogonium mucunoides ocorreu 

nos 5 sistemas de uso estudados, enquanto Inga heterophylla ocorreu apenas no 

sistema de uso capoeira velha. Neste caso, Calopogonium mucunoides pode ser 

indicada como planta isca para estudos de diversidade nos diferentes sistemas de 

uso das áreas em questão. 
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TABELA 4 Número total de isolados de bactérias obtidos de diferentes 
leguminosas em vários sistemas de da terra na região do Alto 
Solimões- AM e seus respectivos índices diversidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 5 Espécies leguminosas e seus respectivos índices de diversidade. 
 

ESPÉCIES Índice de diversidade 
Shannon (H’) 

Acacia multipinnata (AM) 1,16 

Calopogonium mucunoides (CM) 1,51 

Dalbergia inundata (DI) 0,64 

Desmodium adscendens (DA) 1,23 

Entada sp. (E) 0,64 

Inga caynnensis (IC) 1,49 

Inga edulis (IE) 1,48 

Inga heterophylla (IH) 0,24 

Inga umbellifera (IU) 0,78 

Inga venusta (IV) 1,41 

Machaerium floribundum (MF) 0,60 

Mimosa pudica (MP) 0,48 

Mimosa quadrivalvis (MQ) 0,54 

Piptadenia suaveolens (PS) 0,50 

Pitryocarpa pteroclada (Pt) 1,39 

Pueraria phaseoloides (Pp) 1,33 

Suts Total de isolados Índice de diversidade 
Shannon (H’) 

Capoeira Nova 149 1,64 

Capoeira Velha 152 1,66 

Agrofloresta 89 1,49 

Agricultura 38 1,39 

Pastagem 14 0,89 

TOTAL 442 - 
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5.2 Autenticação e eficiência dos isolados  

  No experimento de autenticação, dos 105 representantes inoculados em 

garrafas de vidro âmbar recicláveis de 500 mL (âmbar), apenas 7 isolados 

nodularam e 98 não nodularam siratro. Bactérias fixadoras de nitrogênio 

nodulíferas em leguminosas são microrganismos abundantes nos solos de muitos 

ecossistemas e desempenham papel importante quanto à entrada de nitrogênio 

no sistema. Além disso, o fato de essas bactérias não terem nodulado siratro não 

significa que não possuam a capacidade de nodulação, já que não foram 

inoculadas na espécie em que foi isolada e isso indicaria uma especificidade 

destas bactérias com seu hospedeiro de origem (Faria et al., 1999; Moreira et al., 

2006).  Também, a alta temperatura, no período em que o experimento ficou 

instalado (setembro a novembro de 2010), pode ter influenciado a nodulação 

pelas bactérias inoculadas. Os isolados que foram capazes de induzir nódulos na 

planta utilizada como isca foram provenientes de três sistemas de uso 

(agricultura, capoeira nova e agrofloresta) e os seguintes hospedeiros: Pueraria 

phaseoloides-agricultura (Pp29-03A), Dalbergia inundata-capoeira nova (DI21-

03), Inga caynnensis-agricultura (IC70A-03A), Pitryocarpa pteroclada-capoeira 

nova (Pt31-02C), Pueraria phaseoloides agricultura (Pp29-01C), Inga edulis-

agricultura (IE29-01B) e Mimosa quadrivalvis-agrofloresta (MQ66-02B).  

  Os nódulos obtidos foram reisolados para a confirmação das 

características culturais do isolado inoculado. No trabalho de Lima et al. (2009) 

com diluições do solo das mesmas áreas e utilizando também siratro como 

planta isca, verificou-se alto número de nódulos nos tratamentos referentes aos 

sistemas de uso agricultura e agrofloresta, indicando que as populações de 

bactérias desses sistemas de uso presentes nos solos estariam nodulando as 

leguminosas presentes na área em questão. 

  No experimento de eficiência (Tabela 6) não foi observada a presença 

de nódulos nas testemunhas (com N mineral e com N mineral “start”), ficando 



 56 

clara a ausência de contaminação nas mesmas. Apenas dois isolados foram 

ineficientes no parâmetro eficiência relativa, ou seja, foram iguais ao controle 

sem nitrogênio mineral. Os outros 103 isolados se mostraram eficientes, 

promovendo maior crescimento em relação à testemunha sem nitrogênio e 

menor crescimento em relação àquela em que foi adicionado o nitrogênio 

mineral. Esse aumento na produção de parte aérea naqueles tratamentos em que 

não houve nodulação pode ter sido em função da produção de hormônios pelas 

bactérias inoculadas.  

  No parâmetro matéria da parte aérea seca (MPAS) e eficiência relativa 

(EFR, %), nenhum dos isolados se igualou à testemunha nitrogenada, porém, o 

isolado MQ66-02B (agrofloresta) que nodulou siratro foi superior a todos os 

outros isolados, inclusive aos controles BR29 e UFLA-04212. Já o isolado 

Pp32-02A (capoeira nova) foi estatisticamente igual a BR29 e 56,2% dos 

isolados foi igual ao controle UFLA-04212. A estirpe BR29, utilizada como 

controle nos estudos de Lima et al.(2009), também foi eficiente, o que corrobora 

os resultados do presente estudo. 

  Quanto ao incremento em matéria de raiz seca, também nenhum dos 

isolados foi igual à testemunha nitrogenada, mas pôde-se verificar que boa parte 

dos isolados (44,7%) foi estatisticamente igual ao controle UFLA-04212, tendo 

a BR29 e 6,6% dos isolados sido inferiores a estes. 

  Na nodulação, o maior número de nódulos foi observado para o isolado 

MQ66-02B, que foi superior a todos os outros tratamentos. O isolado Pp29-03A 

(agricultura) foi estatisticamente igual ao controle positivo UFLA-04212, porém, 

inferior ao controle BR29. Já para o peso de nódulos secos, os mais eficientes 

estatisticamente foram IE29-01B (agricultura) e Pt31-02C (capoeira nova). 
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TABELA 6 Matéria da parte aérea seca (MPAS), em mg; matéria de raiz seca 
(MRS), em mg; número de nódulos; peso de nódulos seco (PNS), 
em mg e eficiência relativa (EFR) dos 105 isolados representantes 
dos grupos culturais isolados de diferentes leguminosas e sistemas 
de uso da terra. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
significativamente, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de 
probabilidade. 

 
 

TRATAMENTO 

 

MPAS 

(mg) 

MRS 

(mg) 
NN** PNS(mg) EFR(%) 

AM71-01A 12,0    h    6,0   e 0        g 0        g   3,4    h 

CM50-01A 19,3    h 12,0    e  0        g 0        g   5,5    h 

TEST C/ N “start” 38,6    h 20,6    e 0        g 0        g 11,1    h 

IC22-03A 48,3    g 32,0    e 0        g 0        g 13,8    g 

IV81A-03B 57,0    g 32,0    e 0        g 0        g 16,3    g 

AM68-03B 73,0`   g 71,6    d 0        g 0        g 20,8`   g 

CM83-02C 74,0    g 65,3    d 0        g 0        g 21,1    g 

IE64-02C 76.0    g 93,3    c 0        g 0        g 21,7    g 

Pp29-03C 76,3    g 59,3    d 0        g 0        g 21,8    g 

CM50-03A 87,0    f 108,3  b 0        g 0        g 24,8    f 

Pp29-03A 88,3    f 81,0    c 4,6     e 13,3   e 25,2    f 

CM70A-01A 89,0    f 32,0    e 0        g 0        g 25,4    f 

Pt66-03A 89,0    f 58,3    d 0        g 0        g 25,4    f 

DI21-03B 89,3    f 84,6    c 0        g 0        g 25,5    f 

E66-03B 90,0    f 80,3    c 0        g 0        g 25,7    f 

IV24A-03D 91,3    f 60,6    d 0        g 0        g 26,1    f 

DI21-03A 92,0    f 49,3    d 3,6     f 15,6   d 26,3    f 

IV24A-01C 92,3    f 66,3    d 0        g 0        g 26,4    f 

Pt71A-01B 92,3    f 86,3    c 0        g 0        g 26,4    f 

IV71A-01A 92,6    f 60,0    d 0        g 0        g 26,4    f 

Pp29-01D 93,0    f 92,0    c 0        g 0        g 26,5    f 

CM68A-03D 93,0    f 62,6    d 0        g 0        g 26,6    f 

DA92-03A 93,3    f 80,0    c 0        g 0        g 26,6    f 

Pt71A-01C 94,0    f 103,0  c 0        g 0        g 26,8    f 

IC79-01B 94,3    f 72,3    d 0        g 0        g 26,9    f 

AM68-02C 95,0    f 104,6  c 0        g 0        g 27,1    f 

IV71A-03A 96,0    f 104,0  c 0        g 0        g 27,4    f 

      

...Continua... 
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AM22-01C 96,0    f 118,0  c 0        g 0        g 27,4    f 

Pp31-03A 96,0    f 76,0    d 0        g 0        g 27,4    f 

CM80-03A 96,0    f 125,3  c 0        g 0        g 27,4    f 

DI21-01B 96,3    f 89,0    c 0        g 0        g 27,5    f 

IH54-02A 96,3    f 81,3    c 0        g 0        g 27,5    f 

Pt66-03B 96,6    f 83,0    c 0        g 0        g 27,6    f 

IV59-02A 97,0    f 85,0    c 0        g 0        g 27,7    f 

IC79-03D 97,0    f 57,0    d 0        g 0        g 27,7    f 

CM68A-01F 97,3    f 86,3    c 0        g 0        g 27,8    f 

IC68A-02B 97,3    f 62,3    d 0        g 0        g 27,8    f 

Pt32-01B 98,3    f 115,0  b 0        g 0        g 28,0    f 

CM83-01B 99,3    f 95,3    c 0        g 0        g 28,3    f 

Pt71A-03A 100,0  f 29,6    e 0        g 0        g 28,5    f 

IC76-01A 101,0  f 94,0    c 0        g 0        g 28,8    f 

CM68A-01G 101,0  f 96,3    c 0        g 0        g 28,8    f 

UFLA-04212 101,0  f 97,0    c 4,3     e 7,3     f 28,8    f 

E66-01C 102,0  f 112,0  c 0        g 0        g 29,1    f 

MF68-03A 102,0  f 101,3  c 0        g 0        g 29,1    f 

PS71-01B 102,3  f     5,3  e 0        g 0        g 29,2    f 

IV24A-03C 102,3  f    94,0  c 0        g 0        g 29,2    f  

Pp31-01A 102,6  f   67,0  d 0        g 0        g 29,3    f 

CM80-01B 103,0  f 140,3  c 0        g 0        g 29,4    f 

IU23-01A 103,3  f   77,0  d 0        g 0        g 29,5    f 

IH54-03A 103,3  f   86,3  c 0        g 0        g 29,5    f 

DA59-03A 103,6  f   83,3  c 0        g 0        g 29,6    f 

IC68A-01A 103,6  f   70,6  d 0        g 0        g 29,6    f 

CM83-01A 104,0  f 102,3  c 0        g 0        g 29,7    f 

IE64-02D 105,0  f   76,0  d 0        g 0        g 30,0    f 

MF68-01A 106,3  f   96,6  c 0        g 0        g 30,3    f 

Pp29-01B 106,3  f   86,3  c 0        g 0        g 30,3    f 

AM68-02A 106,3  f 110,0  b 0        g 0        g 30,3    f 

CM65-02A 107,3  f 107,3  c 0        g 0        g 30,6    f 

IC68-03B 107,6  f 123,3  c 0        g 0        g 30,7    f 

Pt66-01B 107,6  f   59,3  d 0        g 0        g 30,7    f 

CM83-03A 107,6  f   73,0  d 0        g 0        g 30,7    f 

DA17-03B 108,0  f    86,0 c 0        g 0        g 30,8    f 

IE59-03A 109,0  f 115,3  c 0        g 0        g 31,1    f 

IV24A-03A 109,3  f   85,3   c 0        g 0        g 31,2    f 

CM83-02A 109,3  f   79,3   c 0        g 0        g 31,2    f 

“TABELA 6, Cont.” 
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IC70A-02A 109,6  f 104,0   c 0        g 0        g 31,3    f  

IU23-01B 110,3  f   81,3   c 0        g 0        g  31,5   f 

IV81A-02A 111,0  e 124,3   c 0        g 0        g 31,7    e 

AM68-03A 111,3  e   95,6   c 0        g 0        g 31,8    e 

CM70A-01B 111,3  e   99,6   c 0        g 0        g 31,8    e 

MQ66-03B 111,6  e 122,0   c 0        g 0        g 31,9    e 

CM83-02B 112,0  e   53,0   d 0        g 0        g 32,0    e 

IC22-02B 112,3  e 133,3   c 0        g 0        g 32,0    e 

MP28-01A 112,6  e   78,0   c 0        g 0        g 32,1    e 

IE69-02A 113,3  e   64,6   d 0        g 0        g 32,3    e 

IE19-01A 114,0  e   75,3   d 0        g 0        g 32,5    e 

IC79-02A 114,0  e 120,0   c 0        g 0        g 32,5    e 

IE32-02A 114,3  e   81,0   c 0        g 0        g 32,6    e 

CM59-01A 114,3  e 113,0   c 0        g 0        g 32,6    e 

Pp21-02C 114,3  e 120,0   c 0        g 0        g 32,6    e 

Pt32-02C 115,0  e   92,0   c 0        g 0        g 32,8    e 

CM68A-03C 115,3  e  123,6   c 0        g 0        g 32,9    e  

PS71-01C 116,3  e   72,3   d 0        g 0        g 33,2    e 

IE21-01B 118,0  e 123,3   c 0        g 0        g 33,7    e 

Pt31-02C 118,0  e   92,0   c 6,3     d 33,3   a 33,7    e 

IC76-03A 118,0  e 120,0   c 0        g 0        g 33,7    e 

CM18-01A 118,3  e 117,6   c 0        g 0        g 33,8    e 

DI21-02C 118,6  e   87,6   c 0        g 0        g 33,9    e 

CM60-01A 119,3  e   85,0   c 0        g 0        g 34,0    e 

DA92-01A 120,0  e   54,0   d 0        g 0        g 34,2    e 

Pp29-03B 121,3  e 131,3   c 0        g 0        g 34,6    e 

Pp29-01A 121,3  e 117,0   c 0        g 0        g 34,6    e 

CM70A-03A 121,6  e 103,3   c 0        g 0        g 34,7    e 

IC68A-01B 121,6  e 122,3   c 0        g 0        g 34,7    e 

DA54-02A 124,3  e 101,0   c 0        g 0        g 35,5    e 

CM70A-03B 124,6  e 124,3   c 0        g 0        g 35,6    e 

IE18-01A 125,0  e    82,3  c 0        g 0        g 35,7    e   

IC22-01A 127,3  e   86,0   c 0        g 0        g 36,3    e 

DA92-02A 129,3  e   84,0   c 0        g 0        g 36,9    e 

Pt66-02C 130,0  e 119,6   c 0        g 0        g 37,1    e 

IE17-02D 131,6  e 115,3   b 0        g 0        g 37,6    e 

IC70A-03A 132,3  e 120,3   c 17,6   b 27,3   c 37,8    e 

IE29-01B 134,0  e   97,0   c 17,3   b   
  33,3   a 38,2    e 
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Pp32-02A 141,3  d 100,6   c 0        g 0        g 40,3    d 

BR29 150,3  d  24,0   e 10,6   c  6,3    f    42,9    d 

Pp29-01C 183.0  c 106,3   b   3,6   f   31,3   b 52,2    c 

MQ66-02B 244,3  b   86,3   c 19,6   a 32,0   b 69,8    b 

TEST COM N 350,0  a 358,6   c 0        g 0        g 100     a 

CV(%) 14,38 19,88 6,08 33,34 14,38 

 

 

5.3 Extração, amplificação e sequenciamento do gene 16S rDNA 

  A extração, a amplificação parcial e o sequenciamento do gene 

16SrDNA ribossomal dos 105 isolados representantes foi bem sucedida em 52 

isolados, incluindo 4 dos 7 que nodularam e 48 dos 98 que não nodularam. O 

sucesso não atingido para todos os isolados decorreu da não amplificação de 

alguns isolados e da baixa qualidade de algumas sequências obtidas. 

 Os resultados obtidos pela análise das sequências para aqueles isolados 

que nodularam denotaram que não houve alta diversidade de gêneros de 

bactérias nodulíferas fixadoras de nitrogênio nodulando as espécies Pueraria 

phaseoloides, Pytirocarpa pteroclada, Inga edulis e Mimosa quadrivalvis, 

restringindo-se ao gênero Rhizobium. As bactérias que nodularam Pueraria 

phaseoloides foram similares a Rhizobium hainanense, uma espécie que foi 

isolada e descrita a partir das seguintes leguminosas tropicais na China: 

Stylosanthes guyanansi, Centrosema pubescens, Desmodium triquetrum, 

Desmodium triquetrum, Desmodium gyroides, Desmodium heterophyllum, 

Desmodium sinuatum, Tephrosia candida, Acacia sinuata, Arachis hypogaea, 

Zomiadiphylla, Uraria crinita e Macroptilium lathyroides (Chen et al., 1997). 

Na mesma província, isolados de Pueraria phaseoloides, quando comparados 

com estirpes referência, ficaram no mesmo grupo fenotípico das referências 

Rhizobium e Agrobacterium (Gao et al., 1994). Esta espécie também revelou ser 

promíscua, nodulando tanto com espécies de crescimento rápido quanto 

crescimento lento (Pérez et al., 2008).  

“TABELA 6, Cont.” 
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Estirpe SEMIA 6175, pertencente ao gênero Bradyrhizobium, é 

recomendada como inoculante pela RELARE e autorizada pelo Ministério de 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) para Pueraria phaseoloides 

(Moreira & Siqueira, 2006) e este gênero já foi isolado e evidenciado nesta 

espécie em solos brasileiros (Moreira, 2008). As bactérias que nodularam Inga 

edulis e Mimosa quadrivalvis foram similares a Rhizobium tropici, espécie que 

parece ser originária da América do Sul (Martínez-Romero et al., 1991), devido 

à frequência de isolamento desta espécie, principalmente no Brasil, na cultura do 

feijão (Hungria et al., 2000).  

Lima et al. (2009) também identificaram esta espécie  a partir de 

diluições do solo usando como planta isca o siratro. Para Inga edulis, bactérias 

nodulíferas de crescimento rápido, identificadas como Bradyrhizobium, 

nodularam esta espécie (Leblanc et al., 2005), diferente do que foi encontrado 

neste trabalho.  

Recentes trabalhos com isolados provenientes de nódulos de várias 

espécies de Mimosa têm identificado a simbiose efetiva dessas espécies com o 

gênero Burkholderia (Bontemps et al., 2010; Chen et al., 2005; Moreira, 2008), 

o que também não pode ser observado neste estudo. A espécie Pitryocarpa 

pteroclada foi nodulada pela bactéria identificada como Rhizobium sp., não 

tendo sido encontrada nenhuma informação na literatura para dar suporte ao 

resultado encontrado. 

  A planta isca siratro, nos mesmos sistemas de uso, mostrou-se eficiente 

na captura de várias espécies e gêneros de rizóbio, inclusive Rhizobium tropici e 

Rhizobium sp. (Lima et al., 2009), porém, não foi capaz de capturar o gênero 

Rhizobium hainanense encontrado neste trabalho, evidenciando uma 

particularidade da espécie Pueraria phaseoloides em simbiose com esta bactéria.  

Dentre aqueles isolados que não expressaram a nodulação com siratro, 

estes foram similares com maior frequência aos seguintes gêneros: 
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Brevibacillus, em que 7 isolados se encaixaram nesta classificação, 8 ao gênero 

Enterobacter sp., 6 pertencentes ao gênero Pantoea, 6 ao gênero Bacillus e 8 ao 

gênero Paenibacillus. Com menor frequência ocorreram os gêneros Klebsiella, 

Chryseobacterium, Bacterium, Burkholderia, Pseudomonas e bactérias 

identificadas como Uncultured bacterium e Gram negative bacterium. No 

sistema de uso capoeira nova predominou o gênero Enterobacter; para capoeira 

velha, os gêneros Pantoea e Paenibacillus; para agricultura, Paenibacillus e para 

agrofloresta e pastagem, Bacillus. Tal fato estaria indicando a presença de outros 

microrganismos coexistindo como endofíticos dentro dos nódulos.  

Vários trabalhos vêm revelando a presença de endofíticos em nódulos de 

leguminosas. Em colmo, folhas e nódulos de trevo vermelho, Sturz et al. (1997) 

mostraram colonização pelos endofíticos Pantoea agglomerans, Enterobacter 

agglomerans, Rhizobium spp., Agrobacterium spp., Curtobacterium spp., 

Bacillus spp., Bordetella spp., E. coli, Pasteurella spp., Pseudomonas spp. e 

Xanthomonas. Bactérias endofíticas, como Pantoea, Serratia, Acinetobacter, 

Bacillus, Agrobacterium e Burkolderia, também já foram verificadas em 

nódulos de leguminosas por meio da análise filogenética do gene 16SrRNA (Li 

et al., 2008). Essas bactérias não causaram nenhum efeito problemático para a 

planta, mas revelaram um grande potencial na promoção de crescimento da 

planta pela produção de AIA (ácido indol-3-acético). A maioria dos endofíticos 

dos nódulos é de Agrobacterium tumefaciens, mas também Bacillus e 

Pseudomonas podem ser isolados de nódulos (Mrabet et al., 2006). 

Lima et al. (2009) também verificaram alguns gêneros incomuns em 

nódulos de siratro que, provavelmente, também poderiam ser bactérias 

endofíticas, mas precisariam ser mais bem estudadas para esta afirmação. 

Também foi possível observar a presença de mais de um microrganismo no 

mesmo nódulo, como ocorreu nos seguintes isolados: IV24A-03D  e IV24A-03ª, 

com espécies diferentes de bactérias, identificadas como Paenibacillus sp. e 
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Brevibacillus formosus, respectivamente, para os isolados Pp29-01A e Pp29-

01D, identificados como Enterobacter e Pantoea e para IC68A-01F e IC68A-

01G, identificados como Enterobacter e Bacillus. 

  Os isolados representantes sequenciados, seguido do referente grupo 

cultural, sistema de uso correspondente, número de isolados deste grupo, 

número de pares de base do isolado representante, espécie ou gênero 

correspondente, percentagem da similaridade e número de acesso no NCBI estão 

listados na Tabela 7. As similaridades dos representantes estudados com os 

acessados no GenBank variaram de 97% a 100% (Figura 7). 
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FIGURA 7 Neighbour-joining filogenia para 16S rDNA de isolados 
representantes dos grupos culturais isolados de diferentes 
leguminosas. A raiz usada para árvore foi Escherichia coli. O 
tamanho do alinhamento foi de 560 pb. A porcentagem suporte 
do bootstrap foi de 2000 replicações. 
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TABELA 7 Identificação de isolados baseada nas sequências mais similares encontradas no GenBank (NCBI).  
                   Os isolados são oriundos de diferentes leguminosas e sistemas de uso da terra no Alto Solimões, AM. 
 

Sequências  mais similares encontradas no Genbank (NCBI) Isolado 

representante 

Grupo 

cultural 
SUTs1 NI2 Npb3 

Espécie Similaridade 
(%) 

Número de acesso  
GenBank (NCBI) 

Pp31-03A 1 CN 4 639 Brevibacillus choshinensis 100 AB112713.1 
IE64-02D 2 CN 1 580 Enterobacter sp. 99 EU693574.1 
DI21-03B 3 CN 5 738 Enterobacteriaceae bacterium 99 AB461751.1 
Pp31-01A 4 CN 4 527 Klebsiella sp. 99 EF442063.1 
IE18-01A 5 CN 1 610 Enterobacteriaceae bacterium 99 AB461826.1 
DI21-02C 6 CN 24 752 Chryseobacterium sp. 97 AB461788.1 
DI21-01B 7 CN 1 695 Pantoea sp. 99 AF227846.1 
IC22-03A 8 CN 4 703 Bacterium 99 AY822506.1 
MP28-01A 9 CN 7 745 Bacillus subtilis 100 GU230167.1 
AM22-01C 10 CN 1 728 Pantoea sp. 99 AF227846.1 
IC22-02B 11 CN 5 689 Enterobacter sp. 97 DQ279310.1 
Pp32-02A 12 CN 16 617 Actinobacterium sp. 99 EU723164.1 
Pt31-02C 13 CN 1 945 Rhizobium sp. 99 AB56615.1 
IC79-01B 14 CV 2 675 Brevibacillus sp. 100 DQ147597.1 
DA59-03A 15 CV 4 640 Pantoea sp. 99 AF227851.1 
IE19-01A 16 CV 6 710 Enterobacteriaceae bacterium 99 AB461751.1 
CM65-02A 17 CV 2 500 Brevibacillus sp. 99 EF612331.1 
CM50-01A 18 CV 1 683 Uncultured bacterium 98 CU915123.1 
IH54-03A 19 CV 1 543 Paenibacillus sp. 98 AB089250.1 
AM71-01A 20 CV 1 670 Pseudomonas sp. 99 AM911666.1 
IC79-03D 21 CV 2 674 Pantoea sp. 98 FJ593733.1 
IH54-02A 22 CV 6 604 Pantoea sp. 99 AY297724.1 
IC76-03A 23 CV 6 596 Paenibacillus sp. 99 EF612325.1 
Pt71A-03A 24 CV 1 739 Paenibacillus burgondia sp. 99 AJ318912.1 

...Continua...
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SUTs1= sistema de uso da terra: CN: capoeira nova, CV: capoeira velha, AGRI: agricultura, AGRO: agrofloresta, 
PAST: pastagem. NI2: número de isolados representantes no grupo cultural correspondente. NPb3: número de pares 
de base da sequência do respectivo isolado, comparado no GenBank. 

IV71A-03A 25 CV 1 666 Paenibacillus polymyxa 98 AJ223989.1 
CM50-03A 26 CV 1 623 Klebsiella sp. 98 EF442063.1 
IV24A-03C 27 AGRI 5 605 Bacillus sp. 100 AB242671.1 
CM70A-01A 28 AGRI 7 649 Paenibacillus alginolyticus 98 AB073362.1 
IV24A-01C 29 AGRI 1 673 Paenibacillus polymyxa 100 EF451155.3 
Pp29-01A 30 AGRI 3 618 Enterobacter sp. 100 EU781735.1 
Pp29-03C 31 AGRI 4 562 Bacterium  99 AY822558.1 
Pp29-01D 32 AGRI 4 561 Pantoea sp. 98 AF227846.1 
CM70A-01B 33 AGRI 1 790 Enterobacteriaceae bacterium 99 AB461659.1 
IV24A-03D 34 AGRI 1 689 Paenibacillus sp. 98 AM910314.1 
IV24A-03A 35 AGRI 10 711 Brevibacillus formosus 98 D78460.1 
PS71-01C 36 AGRI 1 649 Gram negative bacterium 99 AY864077.1 
IE69-02A 37 AGRI 3 760 Brevibacilus sp. 99 EF612331.1 
IE29-01B 38 AGRI 5 780 Rhizobium tropici 99 EU488745.1 
Pp29-01C 39 AGRI 2 850 Rhizobium hainanense 98 NR_029195.1 
AM68-02C 40 AGRO 3 697 Brevibacillus sp. 100 DQ147597.1 
MF68-01A 41 AGRO 2 426 Bacillus sp. 100 FJ596317.1 
IE17-02D 42 AGRO 5 757 Bacillus sphaericus 99 DQ870768.1 
DA17-03B 43 AGRO 7 693 Paenibacillus rizhosphaerae 99 AY751754.1 
Pt66-03A 44 AGRO 1 739 Paenibacillus sp. 99 AJ318912.1 
MF68-03A 45 AGRO 4 596 Bacillus sp. 100 FJ529033.1 
CM68A-01F 46 AGRO 1 799 Enterobacter sp. 100 EU181139.1 
CM68A-01G 47 AGRO 1 549 Bacillus sp. 100 AB242671.1 
MQ66-02B 48 AGRO 1 890 Rhizobium tropici 99 EU488742.1 
CM83-03A 49 PAST 22 630 Bacillus bataviensis 98 AJ542508-1 
DA92-02A 50 PAST 6 680 Brevibacillus choshinensis 100 AB112713.1 
CM83-02C 51 PAST 2 483 Burkholderia sp. 98 EU024162.1 
CM83-01A 52 PAST 24 727 Bacillus subtilis 100 DQ279310-1      
 

   

“TABELA 7, Cont.” 
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5.4 Avaliação da produção de substâncias reguladoras - AIA 

  Verificou-se que todos os isolados testados, incluindo o ineficiente, 

apresentaram a habilidade de produzir o fitormônio AIA (ácido indol-3-acético), 

independente da ausência ou da presença de L-triptofano adicionado ao meio de 

cultura. Os valores variaram de 2,1 a 14,1 µg/mL na ausência de triptofano e de 

4,4 a 39,0 µg/mL na presença de triptofano. Na ausência de triptofano, o isolado 

AM68-02A (agrofloresta) superou a estirpe BR11001 (Azospirillum brasiliense), 

não tendo esta se igualado a nenhum dos outros tratamentos. O menor valor 

encontrado foi para o isolado Pt66-01B (agrofloresta), que apresentou uma 

media de 2,1 µg/mL (Tabela 9). 

Quando o meio foi suplementado com 100 µg/mL de L-triptofano, 

nenhum dos tratamentos superou o controle positivo que apresentou o maior 

valor produzido de 39,0 µg/mL e o menor valor para o isolado CM83-01A 

(capoeira velha), de 4,4 µg/mL. Uma vez que o controle negativo AM71-01A 

(ineficiente) produziu o fitormônio, constatou-se que este não seria o agente de 

contribuição para o incremento na matéria seca da parte aérea em siratro. Outros 

hormônios não avaliados poderiam estar contribuindo para o efeito observado.  

Os resultados de correlação tanto no tratamento com triptofano quanto 

sem triptofano não foram significativos, ou seja, a matéria da parte aérea seca 

(MPAS) não interferiu na produção de ácido indole-3-acético (Tabela 8). 

Vários fitormônios, além da auxina, podem ser produzidos como 

citocininas, giberelinas, ácido abscícico e etileno. A produção desses fitormônios 

já foi relatada em várias bactérias, como Gluconoacetobacter, Azospirillum, 

Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e Pseudomonas (Lee, 2004; Zakrahova et al., 

1999; Kuklinsky-Sobral, 2004). O AIA é de ocorrência natural e  provoca efeitos 

fisiológicos na planta, podendo ter várias vias metabólicas: indole-3-acetamida 

(IAM), indole-3-piruvato (IpyA) e triptamina (TAM) (Theunis et al., 2004). 

Além disso, esta substância afeta consideravelmente a morfologia da raiz, o que 
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possibilita maior entrada de nutrientes e exsudação radicular e até a própria raiz 

da planta pode exsudar componentes orgânicos, inclusive o triptofano, sendo um 

dos fatores que induzem à produção de fitormônios pelas bactérias (Dakora & 

Phillips, 2002). Porém, existem trabalhos que relatam que a produção muito alta 

(171,17 µg/mL) do fitormônio pode ser tóxica para a planta, assim como 

concentrações muito baixas podem não exercer efeito algum no crescimento da 

planta. Neste trabalho não foram encontrados valores tão altos de AIA, 

indicando a possibilidade de essas bactérias estarem agindo como 

fitoestimuladores. 

 

 
TABELA 8 Correlação de Pearson obtida entre os atributos MPAS (matéria da 

parte aérea seca) e produção de AIA  (ácido índole -3-acético) nos 
tratamentos com triptofano e sem triptofano. 

 
 
 
 
 
 
 
                         ns: não significativo a 5%. 
 

 

  Alguns dos isolados que foram submetidos à avaliação na produção de 

AIA, no banco de dados, foram similares aos gêneros e espécies: Enterobacter 

(IE64-02D), Bacillus bataviensis (CM83-03A), Paenibacillus rizhosphaerae 

(DA17-03B), Bacillus subtilis (CM83-01A), Bacillus sp. (MF68-01A) e 

Pseudomonas sp. (AM71-01A) e revelaram potencialidade em produzir o 

fitormônio. Em estudos com soja, foi verificado, em 34% dos isolados 

identificados como Pseudomonas, Bukholderia e Enterobacter, o potencial para 

promoção do crescimento vegetal pela produção do fitormônio AIA (Kuklinsky-

Sobral et al., 2004). 

 MPAS/AIA (µg/L) 

Com triptofano 0,224ns 

Sem triptofano 0,211ns 
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TABELA 9 Produção de auxina (AIA) por isolados crescidos em meio Dygs na 
ausência e na presença de L-triptofano. 

- Isolados não sequenciados 
    1Controle positivo 
    2Controle negativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Similaridade no Genbank Ausência de 
L-triptofano Isolados 

Presença de 
 L-triptofano 
(100mg.L-1) Isolados 

Espécie AIA (µg/mL)  AIA (µg/mL) 
AM68-02A - 14,1  a BR110011 39,0  a 
BR110011 - 12,6  b IC68A-01A 30,5  b  
PS71-01B - 9,0  c Pt66-01B 29,5  b 
IC68-03B - 8,2  d DA17-03B               22,3  c 
IE64-02D Enterobacter sp. 7,5  e CM83-03A              17,2  d 
CM83-03A Bacillus bataviensis 7,5  e PS71-01B               16,7  d 
IU23-01A - 7,2  e IU23-01B                15,6  e 
DA17-03B Paenibacillus rizhosphaerae 6,4  f IU23-01A 14,9  e 
Pp29-01B  6,2  f IV24A-03C 13,6  f 
CM83-01A Bacillus subtilis 5,9  f Pp29-01B                13,1  f 
E66-01C - 5,9  f IC68-03B 11,6  g 
IC68A-01A - 5,2  g AM68-02A              11,3  g 
Pp31-01A - 4,9  g MF68-01A                           6,9   h 
MF68-01A Bacillus sp. 4,4  h E66-01C                               6,4   h 
DA59-03A - 3,6  i IE64-02D              6,2  h 
AM71-01A2 Pseudomonas sp. 2,9  j AM71-01A2                          5,9  h 
IV24A-03C - 2,6  j Pp31-01A                              5,1   i 
IU23-01B - 2,6  j DA59-03A                   4,4   i 
Pt66-01B - 2,1  k CM83-01A                4,4   i 
CV (%)                                                        5,41     5,36 



 70 

6 CONCLUSÕES 

 

A diversidade fenotípica de bactérias isoladas nos diferentes sistemas de 

uso da região do Alto Solimões foi alta, porém, foi baixa a diversidade de 

espécies de bactérias noduliferas conhecidas encontradas nos nódulos das 

diferentes espécies leguminosas. 

 

Estirpes tão eficientes quanto os controles positivos são indicadas para 

estudos posteriores, em testes de eficiência agronômica. 

 

A diversidade de gêneros incomuns encontrada nos nódulos de 

diferentes leguminosas evidencia a possibilidade da coexistência destes com 

bactérias fixadoras de nitrogênio. 

 

As bactérias isoladas de nódulos das diferentes leguminosas estudadas 

foram geneticamente distintas entre os diferentes sistemas de uso da terra. 
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TABELA 1A Caracterização cultural de representantes de 105 grupos culturais 
obtidos de diferentes leguminosas e sistemas de uso da terra, na 
região do Alto Solimões, AM. 

 
GC NI Representante T D pH F E B S M C. D.O Cor A. I. 

1 22 Pp31-03A R 1 AC I C I L P A B C N 

2 3 IE64-02D R 4 AC C C I L A G O C N 

3 1 DI21-03B R 3 AC C L I L M G TL C N 

4 6 Pp31-01A R 1 AC I C I L P A B C N 

5 2 IE18-01A R <1 AC P L I L E G O A S 

6 1 DI21-02C R <1 N P P I L E G O A N 

7 1 DI21-01B R 2 AC C L I L P A TL C N 

8 2 IC22-03A R 1 AC I L O R E S O C N 

9 1 MP28-01A R 1 N C P I L P G O C S 

10 5 AM22-01C R <1 AC P P I L E G B R N 

11 6 IC22-02B R 2 AC C P I L P G TL C S 

12 4 Pp32-02A R <1 AC P P I L P G O A N 

13 1 Pt31-02C R 2 A I L I L A G TL C S 

14 2 IC79-01B R 3 AC C C I L A E TL C N 

15 7 DA59-03A R 2 AC C L I L P A TL C S 

16 5 IE19-01A R 1 AC C L I L E S O A N 

17 5 CM65-02A R <1 N P N I L E G O C S 

18 24 CM50-01A R 1 AC I P I L M A TL C S 

19 6 IH54-03A R 2 AC C L I L E G O C N 

20 24 AM71-01A R 1 N C P I L E G O B S 

21 9 IC79-03D R 1 N I L I L M G TL C N 

22 10 IH54-02A R <1 AC P P I L P G O A N 

23 4 IC76-03A R <1 AC P L I L E S O C N 

24 16 Pt71A-03A R 3 AC C L I L M G B A N 

25 6 IV71A-03A R 2 AC C C I L M E B A S 

26 1 CM50-03A R 3 AC C C I L P G TL C S 

27 1 IV24A-03C R <1 AC P P I L E G O C N 

28 3 CM70A-01A R 1 AC C L I L P G O A N 

29 8 IV24A-01C R 2 AC C C I L P E B A N 

30 2 Pp29-01A R 1 AC C L I L M G O C N 

...Continua... 
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31 3 Pp29-03C R 1 AC C P O L M G B C N 

32 1 Pp29-01D R 2 AC C L I L M G TL C N 

33 1 CM70A-01B R 1 AC C L I L P G O A N 

34 1 IV24A-03D R 1 AC C C I L A G O C N 

35 1 IV24A-03A R 1 N C L I L P G O A N 

36 1 Pp29-03A R 2 AC C C I L A G TL C S 

37 1 IC70A-03A R 2 AC C C I L A G TL C S 

38 1 IE29-01B R 2 AC C C I L A G O C S 

39 1 Pp29-01C R 4 AC C C I L A E TL C S 

40 2 AM68-02C R 1 N C L I L P G O A S 

41 2 MF68-01A R 1 N C P I L P G O C N 

42 4 IE17-02D R 1 N C P I L P G O B N 

43 5 DA17-03B R <1 N P P I L E G O A N 

44 1 Pt66-03A R 1 AC C P I L E V O A S 

45 1 MF68-03A R 1 N C P I L P G O C S 

46 1 CM68A-01F R 2 AC C L I L P G O A S 

47 39 CM68A-01G R 3 AC C L I L P G O A S 

48 10 MQ66-02B R 4 AC C C I L A A TL C S 

49 4 CM83-03A R <1 AL P P I L E G O C N 

50 4 DA92-02A R <1 N P P I L P G O C N 

51 6 CM83-02C R <1 AL P P I L M G O A N 

52 2 CM83-01A R <1 N P P I L E S O A N 

53 1 CM60-01A R <1 AC P P I L M G O C N 

54 1 Pp29-03B R <1 AC P P I L A G B C N 

55 1 Pt32-02C R <1 AC P P I L P E B C N 

56 2 IC68-03B R <1 AC P P I L E G O C S 

57 1 Pp29-01B R 3 AC C L I L E G O C N 

58 1 IC68A-02B R 2 AC C P I L E S O C N 

59 1 CM83-02A R <1 AC P P I L E S O B N 

60 2 CM83-01B R <1 AL P L I L E G TL C N 

61 1 CM83-02B R 1 AL C P I L E G O A N 

62 5 IV71A-01A R 1 AC C P I L A G O A N 

63 3 PS71-01B R 2 AC C C I L P G B A N 

64 4 CM68A-03C R 1 AC C C I L P G O A S 

“TABELA 1A, Cont.” 
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65 1 Pt71A-01C R 1 N C P I L P G O A S 

66 7 IC22-02A R 1 AC C P I L E G O A S 

67 1 AM68-03B R 3 AC C P I L M G B A S 

68 4 IC76-01A R 2 AC C C I L M G O A S 

69 2 AM68-03A R 4 AC C C I L M G B A N 

70 1 IV81A-03B R 2 AC C P I L M G O A N 

71 1 DA92-03A R 1 AC C C I L M E B A N 

72 2 E66-03B R 2 AC C C I L M E B A N 

73 3 MQ66-03B R 2 AC C C I L A A O A N 

74 1 PS71-01C R 2 AC C C I L E V B A N 

75 5 IC70A-02A R 2 AC C C I L P G O C N 

76 5 CM70A-03A R 1 AC I P I L P S O C N 

77 25 IC68A-01A R 3 AC C C I L P G O C N 

78 1 Pt66-02C R 3 AC C L I L P A TL C N 

79 4 IU23-01A R 3 AC C C I L P V B C N 

80 1 Pt66-01B R 3 AC I P I L E V O C N 

81 7 IV59-02A R <1 AL P P I L P S O C N 

82 1 Pt32-01B R <1 AC P P I L P S O C N 

83 2 IE32-02A R 2 AC C C I L A G TL C N 

84 3 IC79-02A R 3 N C L I L A G TL C N 

85 1 IE64-02C R 4 AC C C I L P G TL C N 

86 4 IC68A-01B R 3 AC I C I L M G O C N 

87 2 IC22-01A R 2 AC C C I L M A O C N 

88 1 DI21-03A R 3 AC C C I L A A TL C S 

89 1 CM80-01B R 1 AC C C I L A A O C N 

90 4 CM80-03A R 3 AC C C I L A A TL C N 

91 2 IU23-01B R 1 AL P P I L E G O C N 

92 10 CM18-01A R <1 N P P I L P G O B N 

93 7 E66-01C R 1 AC C P I L P E B C N 

94 2 IE21-01B R <1 AC P P I L P G O R N 

95 1 DA54-02A R 3 N C L I L P G O A N 

96 5 Pp21-02C R <1 AC P P I L P G O A N 

97 3 IV81-02A R 2 N C P I L M G O C N 

98 1 CM70A-03B R 2 AC C L I L A G O C S 
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Significado das letras e números utilizados na identificação dos isolados: AM: 
Acacia multipinnata; CM: Calopogonium mucunoides; DA: Desmodium 
adscendens; DI: Dalbergia inundata; E: Entada sp.;  IC: Inga caynnensis; IE: Inga 
edulis;  IH: Inga heterophylla; IU: Inga umbellifera;  IV: Inga venusta;  MF: 
Machaerium floribundum;  MP: Mimosa pudica; MQ: Mimosa quadrivalvis; Pp: 
Pueraria phaseoloides; PS: Piptadenia suaveolens; Pt: Pitryocarpa pteroclada. O 
primeiro número refere-se ao ponto de coleta e o segundo número refere-se ao 
nódulo utilizado para o isolamento. As letras A, B, C, D, E, F, G, H referem-se ao 

99 1 AM68-02A R 1 N C L I L P G O C S 

100 4 Pt71A-01B R 2 N C L I L P G O C S 

101 1 IE69-02A R 2 AC C L I L E G B C S 

102 2 Pt66-03B R 1 N C C I L E G O A S 

103 4 CM68A-03D R 1 AC C L I L E G O C S 

104 1 IE59-03A R 1 AC I L I L E S O C S 

105 3 DA92-01A R 1 N I P I L P G O C N 
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