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Cora Coralina 

RESUMO GERAL 
 

O campo rupestre é um ecossistema que abriga vários tipos de vegetação 
e uma grande biodiversidade de plantas endêmicas, sendo considerado um dos 
locais prioritários à conservação. Entretanto, esse ecossistema vem sofrendo 
perturbações antropogênicas, causando sua degradação, levando à perda da 
diversidade, incluindo as populações de plantas e da microbiota do solo. Dessa 
forma, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar estirpes de 
Burkholderia quanto à capacidade de nodulação e eficiência simbiótica nas 
espécies de Macroptilium atropurpureum (DC.), Mimosa bimucronata e Mimosa 
foliolosa e identificar bactérias oriundas de solos de campo rupestres, isoladas 
das plantas isca Macroptilium atropurpureum (DC.) e Mimosa tenuiflora (Willd. 
Poir.). Do total de 51 estirpes, 15 pertencentes ao gênero Burkholderia foram 
autenticadas e testadas quanto à eficiência simbiótica em M. atropurpureum e 
em duas espécies nativas do Domínio Cerrado (M. foliolosa) e Atlântico (M. 
bimucronata), em condições de casa de vegetação. Para a realização de ensaios 
de autentificação e eficiência simbiótica das estirpes em estudo em M. 
atropurpureum, utilizaram-se garrafas recicladas do tipo long neck (500 mL), 
contendo solução nutritiva, tendo como controles os tratamentos sem 
inoculação, com e mínima concentração de nitrogênio mineral, e a estirpe de 
referência UFLA 04-212, em delineamento inteiramente casualizado com três 
repetições, por um período de 40 dias. Os experimentos em M. bimucronata e 
M. foliolosa foram realizados em tubetes (240 mL) contendo areia e vermiculita 
(1:2), sendo os controles as respectivas estirpes de referência na fixação 
biológica do nitrogênio, BR 3460 e UFLA 01-750, e os tratamentos com 
nitrogênio e mínima concentração de nitrogênio, como descrito anteriormente, 
em delineamento inteiramente casualizado com seis repetições, por um período 
de 70 dias. Após este período, foram avaliadas as seguintes características: altura 
da planta, diâmetro, número de nódulos, matéria seca da parte aérea e dos 
nódulos, matéria seca da raiz, matéria seca total, eficiência relativa e, no caso 
das espécies arbóreas, o índice de qualidade de Dickson. Os dados foram 
submetidos à análise de variância e comparação de médias, por meio do teste de 
Scott Knott, a 5% de probabilidade. As 35 estirpes restantes foram identificadas 
com base no sequenciamento do gene 16S rRNA. Das estirpes de Burkholderia 
avaliadas, apenas UFLA 01-726 e UFLA 04-248 foram capazes de nodular M. 
atropurpureum, entretanto, todas foram ineficientes na fixação biológica de 
nitrogênio e na promoção de crescimento vegetal. Todas as estirpes de 
Burkholderia testadas estabeleceram simbiose com M. bimucronata e 12 estirpes 
nodularam M. foliolosa. As estirpes UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-
748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 04-405 foram eficientes na fixação 



 

biológica do nitrogênio em M. bimucronata. Para a espécie M. foliolosa, as 
estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-
260, UFLA 01-750 e UFLA 01-751 obtiveram valores significativos quanto ao 
índice de qualidade de Dickson. As estirpes dos diferentes grupos culturais 
foram identificadas, com 98% a 100% de similaridade, como pertecentes aos 
gêneros Bacillus (13 estirpes), Burkholderia (13 estirpes), Brevibacillus (4 
estirpes), Paenibacillus (3 estirpes), Stenotrophomonas (1 estirpe) e 
Lysinibacillus (1 estirpes). As estirpes de Burkholderia que foram capazes de 
nodular não apresentaram eficiência simbiótica em M. atropurpureum, mas 
induziram maior nodulação e atuaram na promoção do crescimento vegetal e na 
qualidade das mudas das espécies de Mimosa em estudo. As características 
morfológicas e culturais utilizadas como parâmetro para o agrupamento das 
estirpes subestimaram a diversidade genética das mesmas  
 
Palavras-chave: Bactérias Fixadoras de Nitrogênio. Beta-proteobactérias. 
Leguminosas. Serra do Espinhaço. Cerrado. Recuperação de Áreas Degradadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
GENERAL ABSTRACT 

 

Rocky field is an ecosystem that holds several kinds of vegetation as 
well as a great diversity of endemic plants, and it is considered one of the major 
preservation sites. However, this ecosystem has undergone anthropogenic 
disturbances, which causes degradation and loss of diversity including plant 
population and soil microbiota. Thus, this study was conducted to evaluate 
strains of Burkholderia as the nodulation and symbiotic efficiency in species 
Macroptilium atropurpureum (DC.), Mimosa bimucronata and Mimosa foliolosa 
and identify bacteria from soil to rocky field, isolated from bait plants 
Macroptilium atropurpureum (DC.) and Mimosa tenuiflora (Willd. Poir.).  From 
a total of 51 strains, 15 belonging to the genus Burkholderia were authenticated 
and tested as symbiotic efficiency in M. atropurpureum and in two native 
species of the Cerrado Domain (M. foliolosa) and Atlantic (M. bimucronata) in 
greenhouse conditions. For performing tests the authentication and symbiotic 
effectiveness of the strains in study in    M. atropurpureum, it was used recycled 
bottles of type long neck (500 mL) containing nutrient solution has as control 
the treatments with no inoculation and with the minimum mineral nitrogen 
concentration and reference strain UFLA 04-212 in a completely randomized 
design with three replications for 40 days. The trials in M. bimucronata and M. 
foliolosa were performed in tubes (240 mL) with sand and vermiculite (1:2). 
Controls were the respective reference strains in biological nitrogen-fixing BR 
3460 and UFLA 01-750 and treatments with nitrogen and minimum nitrogen 
concentrations, as described above, in a completely randomized design with six 
replicates for 70 days. After these period, were evaluated the following 
characteristics: plant height, diameter, nodules number, dry weight of shoots and 
nodules, dry weight of roots, total dry weight, relative efficiency, and for 
arboreal species, the Dickson quality index. Data were subjected to variance 
analysis and comparison of averages by Scott Knott test at 5% of probability. 
The remaining 35 strains were identified based on 16S rRNA gene. 
Burkholderia strains evaluated, only UFLA 01-726 and UFLA 04-248 were able 
to nodular M. atropurpureum, however, all were ineffective in biological 
nitrogen fixation and plant growth promotion. All Burkholderia strains have 
established symbiosis with M. bimucronata and 12 strains nodulated M. 
foliolosa. The strains UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-
249, UFLA 04-260 and UFLA 04-405 were efficient in biological nitrogen-
fixing in M. bimucronata. For M. foliolosa species, the strains UFLA 01-726, 
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-260, UFLA 01-750, 
UFLA 01-751 obtained significant values regarding Dickson quality index. 
Strains of different cultural groups were identified, with 98% to 100% similarity, 



 

as belonging the genus Bacillus (13 strains), Burkholderia (13 strains), 
Brevibacillus (4 strains), Paenibacillus (3 strains), Stenotrophomonas (1 strain) 
and Lysinibacillus (1 strain). Burkholderia strains that were capable of nodular 
showed no symbiotic efficiency in M. atropurpureum, but induced higher 
nodulation and acted in promoting plant growth and seedlings quality of Mimosa 
species studied. The morphological and cultural characteristics used as a 
parameter for the grouping of strains underestimated the genetic diversity of the 
same. 
 
Keywords: Nitrogen-fixing bactéria. Beta-proteobacteria. Leguminous. Serra do 
Espinhaço. Cerrado. Recovery of Degraded Areas. 
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PRIMEIRA  PARTE 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Os campos rupestres estão inseridos no bioma Cerrado e situados, 

principalmente, ao longo da Cadeia do Espinhaço, desde o norte da Chapada 

Diamantina, na Bahia, até a Serra de Ouro Branco, em Minas Gerais 

(GIULIETTI; PIRANI, 1988; ALVES; KOLBELK, 1994; ALVES; KOLBELK, 

2010; HARLEY, 1995; GIULIETTI; PIRANY; HARLEY, 1997; ALVES; 

CARDIN; KROPF, 2007, RAPINI et al., 2008).  

Este ecossistema abriga vários tipos de vegetação e grande 

biodiversidade, além de alto endemismo, sendo considerado um dos locais 

prioritários para conservação (RAPINI et al., 2008; CONCEIÇÃO; PIRANI, 

2005; CARVALHO et al., 2012). Entretanto, esse ecossistema vem sofrendo 

perturbações antropogênicas, causando sua degradação, levando à perda da 

diversidade, incluindo as populações de plantas e da microbiota do solo. 

Dentre as famílias de plantas existentes, a Leguminosae se destaca pela 

importância econômica, florestal e ambiental nos variados ecossistemas 

(FRANCO; RESENDE; CAMPELLO, 2003). Uma espécie vegetal de ampla 

relevância é a Mimosa foliolosa, principalmente por ser uma espécie endêmica 

de campo rupestre da região da Serra do Espinhaço no Brasil (GIULIETTI; 

PIRANY; HARLEY, 1997), adaptada a condições edáficas de baixa fertilidade e 

escassez de água (WHELAN, 1995; RIBEIRO; FERNANDES, 2000; 

NEGREIROS et al., 2011), além de apresentar boa produção de sementes e 

capacidade de germinação (Silveira et al., 2005; Silveira; Fernandes, 2006; 

NEGREIROS et al., 2009). 

Das espécies vegetais utilizadas na recomposição florística de uma 

determinada área impactada, a Mimosa bimucronata (DC) Kuntze apresenta 
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grande emprego, por ser uma espécie pioneira, adaptada a terrenos úmidos e 

rochosos, capaz de controlar processos erosivos e estabelecer simbiose com 

bactérias fixadoras de nitrogênio (LORENZI, 2002; SPRENT, 2001; PATREZE; 

CORDEIRO, 2004; CHEN et al., 2007).  

A relação simbiótica entre bactérias fixadoras de nitrogênio capazes de 

nodular e leguminosas pode variar de altamente específica ou ser promíscua, 

quando a planta é capaz de estabelecer simbiose com ampla diversidade de 

bactérias (MOREIRA, 2008). A espécie Macroptilium atropurpureum (DC.) é 

considerada uma hospedeira promíscua e, por isso, é comumente utilizada em 

estudos de captura e diversidade de bactérias em uma determinada área 

(GONÇALVES; MOREIRA, 2004; MOREIRA et al., 2006; FLORENTINO et 

al., 2009), além de ser uma das principais espécies forrageiras, persistentes em 

diferentes tipos de solos e condições de estresse (JONES; MANNETJE, 1992). 

Atualmente, estudos vêm sendo realizados com a finalidade de entender 

a relação simbiótica entre bactérias do gênero Burkholderia e as leguminosas 

Macroptilium atropurpureum (DC.) (MOULIN et al., 2001; ELLIOT et al., 

2007; ANGUS et al., 2013) e as espécies de Mimosa (VANDAMMEL et al., 

2002; CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2005; CHEN et al., 2007; CHEN et al., 

2008; REIS et al., 2004; BONTEMPS et al., 2010; MISHRA et al., 2011), bem 

como a seleção de estirpes eficientes e com potencial biotecnológico. 

Neste contexto, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar 

estirpes de Burkholderia quanto à capacidade de nodulação e à eficiência 

simbiótica nas espécies de Macroptilium atropurpureum (DC.), Mimosa 

bimucronata e Mimosa foliolosa, e identificar bactérias oriundas de solos de 

campo rupestres, isoladas das plantas iscas Macroptilium atropurpureum (DC.) 

e Mimosa tenuiflora (Willd. Poir.). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Campo rupestre  

 

O campo rupestre ocorre, geralmente, em altitudes a partir de 900 m e 

abriga formações herbáceo-arbustivas em montanhas, cujas rochas são de 

origem pré-cambriana, remodeladas por movimentos tectônicos a partir do 

Paleógeno, associadas, principalmente, a afloramentos de quartzito, arenito e 

minério de ferro (GIULIETTI; PIRANI, 1988; ALVES; KOLBELK, 1994; 

GIULIETTI; PIRANI; HARLEY, 1997; CAIAFA; SILVA, 2005; ALVES; 

CARDIN; KROPF, 2007). 

As áreas de campos rupestres estão situadas, principalmente, ao longo 

da cadeia do espinhaço, estendendo-se desde o centro-sul de Minas Gerais até o 

norte da Chapada Diamantina, na Bahia (GIULIETTI; PIRANI, 1988, ALVES; 

KOLBELK, 1994; ALVES; KOLBELK, 2010, HARLEY, 1995; GIULIETTI; 

PIRANI; HARLEY, 1997; ALVES; CARDIN; KROPF, 2007, RAPINI et al., 

2008). No Brasil existem, também, outras áreas ditas “rupestres” ou “campos 

rupestres”, tais como a Serra dos Carajás, no Pará, cuja vegetação cresce sobre 

canga (SILVA; SECCO; LOBO, 1996), e a Serra  da  Jiboia,  no  leste  da Bahia, 

onde os campos rupestres ocorrem sobre substrato gnáissico-granítico 

(QUEIROZ; SENA; COSTA, 1996). 

O campo rupestre, localizado na Serra do Cipó, porção sul da Cadeia do 

Espinhaço, é composto por distintos habitats, como afloramento rochosos, brejos 

turfosos, brejos arenosos, campos pedregosos e cerrados, os quais são 

delimitados segundo as características da superfície do solo e limites de 

vegetação (CARVALHO, 2010). 

Os solos de campos rupestres de diferentes tipos de fitofisionomias da 

Serra do Cipó são oligotróficos e ácidos e estão sujeitos a oscilações diárias de 
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temperatura, exposições ao vento e restrições hídricas, e a vegetação é 

xeromorfa, cujas plantas apresentam grande capacidade de fixação ao substrato, 

tolerância à dessecação e resistência ao estresse hídrico (GIULIETTI; PIRANI; 

HARLEY, 1997). 

 A heterogeneidade de substrato, a topografia e o microclima compõem 

a grande diversidade e endemismo de plantas, com uma distribuição descontínua 

entre os microambientes do campo rupestre do Brasil (CONCEIÇÃO; 

GIULIETTI, 2002; CONCEIÇÃO, PIRANI, 2005; ALVES; KOLBEK, 1994; 

GIULIETTI; PIRANI; HARLEY, 1997; ALVES; KOLBEK, 2010; de 

Carvalho et al., 2012).  

Em estudos realizados por Carvalho (2010) e Carvalho et el. (2012), na 

Serra do Cipó, em cinco distintos habitats, os quais foram delimitados pelas 

características da superfície do solo e limites de vegetação que compõem o 

mosaico de campo rupestre, verificou-se que a densidade de esporos de fungos 

micorrízicos arbusculares é significativamente maior nos campos pedregosos em 

relação aos encontrados nos afloramentos rochosos, brejos turfosos, cerrado e 

brejos arenosos. Entretanto, em relação às bactérias fixadoras de nitrogênio que 

nodulam leguminosas, a maior diversidade pode ser atribuída ao hábitat cerrado 

e brejo turfoso, seguido do campo pedregoso, afloramento rochosos e brejos 

arenosos. 

No entanto, este ecossistema tem sofrido grandes alterações, devido à 

intensificação das práticas agrícolas, ao abandono da terra, às espécies invasoras 

e às atividades extrativas e de mineração, nas quais o processo de sucessão 

natural é lento (BRADSHAW, 1997; DAVIS et al., 1985; GIBSON, 2009). 

Em estudos realizados ao longo da cadeia do espinhaço observou-se  

menor variabilidade genética e morfológica em populações de plantas, 

decorrente da interferência humana (GOMES et al., 2004; PEREIRA; 

BORBAL; GIULIETTI, 2007; RIBEIRO et al., 2007). A flora de campos 
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rupestres é constituída por espécies microendêmicas e, muitas vezes, são 

representadas por pequenas populações, o que a torna mais suscetível à ação 

natural ou antrópica e, por isso, necessita de uma proteção especial, com várias 

unidades de conservação que possam ser representativas de toda a 

heterogeneidade biológica regional (BURMAN, 1991; FUNCH; HARLEY, 

2007). 

A manutenção deste ecossistema não é só importante do ponto de vista 

da conservação da biodiversidade, mas também para garantir o bom 

funcionamento de determinados serviços envolvidos, tais como o aumento da 

qualidade da água e a diminuição da erosão do solo (OSBORNE; KOVACIC, 

1993; BERGER; REY, 2004).   

Le Stradic et al. (2013), ao reintroduzirem mudas de espécies arbóreas e 

arbustivas em áreas degradadas localizadas na porção sul da Cadeia do 

Espinhaço, na reserva particular Vellozia, na zona de amortecimento da Serra do 

Cipó, verificaram que as espécies arbustivas com maior sobrevivência 

permitiram o reestabelecimento de uma cobertura herbácea de sub-bosque, o que 

pode ter favorecido o aumento do controle da erosão do solo. 

Assim, a restauração ecológica tem como finalidade a recuperação 

intencional dos ecossistemas degradados, bem como o reparo dos seus processos 

e serviços, e o restabelecimento da integridade biótica (THE SER 

INTERNATIONAL PRIMER ON ECOLOGICAL RESTORA-TION, 2004). 

 

2.2 Importância econômica e ambiental das leguminosas em geral, com 

ênfase em Macroptilium atropurpurem, Mimosa bimucronata e Mimosa 

foliolosa   

 

A família Leguminosae, de distribuição cosmopolita, compreende um 

número estimado de 20.000 espécies em 727 gêneros, divididas entre as 
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subfamílias Papilionoideae, Mimosoideae e Caesalpinoideae, das quais a 

subfamília Caesalpinoideae compreende 2.250 espécies; a Mimosoideae, 3.270 

espécies e a Papilionoideae, 13.800 espécies (LEWIS et al., 2005). Cada uma 

dessas famílias tem características peculiares que facilitam sua identificação no 

campo (SOUZA; LORENZI, 2005).  

A Leguminosae é uma família composta por espécies de todos os tipos 

de hábito, como arbóreo, arbustos, herbáceas e lianas, e também apresenta ampla 

importância econômica e ecológica, sendo empregada como uma estratégia para 

a garantia da sustentabilidade (FRANCO; RESENDE; CAMPELLO, 2003). 

Dentro dessa família existem muitas espécies de importância socioeconômica 

devido à exploração da madeira; à produção de óleos, resinas e frutos e à 

produção e à comercialização de grãos, como, por exemplo, da soja e do feijão, 

além de espécies que são exploradas como forrageiras, sendo, portanto, fonte de 

emprego e geração de renda (GRAHAM; VANCE, 2003).  

 Em outros estudos foi demonstrada a utilização de leguminosas na 

adubação verde, pois elas favorecem a fertilidade do solo, melhoram a ciclagem 

e a disponibilização de nutrientes para as plantas após a mineralização dos 

resíduos, como o de Matos et al. (2011), ao testarem Arachis pintoi, 

Calopogonium mucunoides, Stizolobium aterrimum e Stylosanthes guianensis 

em sistemas cafeeiros e o de Matos et al. (2008), que estudaram a produção de 

biomassa e acúmulo de nutrientes de A. pintoi, C. mucunoides, S. aterrimum e S. 

guianensis como adubo verde, bem como o potencial das mesmas no processo 

de mineralização de C e N. 

Segundo Dobereiner (1984), a grande maioria das espécies que 

compõem a família das leguminosas é arbórea, e muitas não são capazes de 

formar nódulos.  Uma pequena parte das leguminosas estudadas é conhecida em 

relação à capacidade de formar nódulos e fixar nitrogênio, entretanto, é 

necessária a realização de estudos no campo, em casa de vegetação e em viveiro, 
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para verificar a capacidade de nodulação de bactérias fixadoras de nitrogênio em 

leguminosas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

Espécies de leguminosas florestais vêm sendo avaliadas em processos de 

restauração de solos degradados pela agricultura, pela pastagem ou pela 

mineração, devido à capacidade que elas têm de obter nitrogênio pela simbiose 

com bactérias fixadoras de nitrogênio, contribuindo para o estabelecimento de 

ecossistemas florestais e a aceleração da sucessão natural (FRANCO; FARIA, 

1997). 

Lima et al. (2009) estudaram as comunidades de bactérias que nodulam 

leguminosas (BNL) em solos de diferentes sistemas de uso da terra (SUTs), 

usando siratro como planta isca. Estes autores observaram maior formação de 

número de nódulos na planta isca em amostra de solo de sistemas de agrofloresta 

e de agricultura em relação à amostra de solo de floresta, sugerindo que a alta 

nodulação e a diversidade presente nestes sistemas de manejos são decorrentes 

da alta capacidade de resiliência da comunidade de BNL em relação às 

mudanças provenientes do uso da terra após o desmatamento.  

Um estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a diversidade de 

bactérias fixadoras de nitrogênio capazes de nodular leguminosas, utilizando, 

como plantas iscas, Macroptilium atropurpureum (DC) Urban (Siratro) e 

Mimosa tenuiflora (Willd. Poir.) em solos de diferentes habitats de campos 

rupestres. Foram identificadas bactérias pertecentes ao filo α e β proteobactéria, 

com predomínio dos gêneros Rhizobium e Burkholderia, respectivamente, tendo 

maior diversidade nos habitats cerrado e brejo turfoso, seguidos de campo 

pedregoso, afloramentos rochosos e brejos arenosos (CARVALHO, 2010).  

Em relação ao processo de mineração, estudos relacionados com a 

tolerância de rizóbios a metais pesados têm sido realizados para diferentes 

gêneros (TRANNIN; MOREIRA; SIQUEIRA, 2001; MATSUDA; MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2002; BROSS et al., 2004; CARRASCO et al., 2005). Melloni et al. 
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(2006) utilizaram plantas iscas para o isolamento de bactérias fixadoras de 

nitrogênio que nodulam leguminosas (BFNNL) em solos minerados e 

demonstraram a presença de uma grande diversidade dessas bactérias na área 

estudada. A maior diversidade de BFNNL pode favorecer a simbiose com várias 

espécies de leguminosas, maximizar a fixação biológica do nitrogênio em áreas 

degradadas e aumentar o poder de resiliência dos processos microbianos do solo 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).  

 

2.2.1 Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb 

 

O Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb, comumente chamado de 

siratro, é originário do México e de ocorrência natural em alguns países da 

América Central e do Sul (HUTTON, 1962). Esta espécie vegetal é uma 

leguminosa tropical perene com raízes profundas, trepadeira herbácea, cuja 

floração e sementes ocorrem, principalmente, em outubro, como resposta ao 

comprimento de dias curtos (ECOCROP, 2012). Os caules são peludos, com 

diâmetro máximo de 5 mm e podem chegar a 5 m de comprimento; as folhas são 

pinadas trifoliate, verde-escuras e peludas na face inferior; os frutos são vagens 

lineares com 5 a 10 cm de comprimento, contendo sementes oblongas, ovoides e 

coloração do marrom-claro ao preto (JONES; MANNETJE, 1992). Segundo o 

mesmo autor, o siratro é uma das principais leguminosas forrageiras tropicais, 

persistente sob o intenso estresse de pastagem, tolerante à seca, adaptado a uma 

variedade de tipos de solo, mas apresenta baixa tolerância a condições de 

alagamento e geada, tendo temperatura ótima para crescimento entre 26 a 30 °C, 

podendo seu crescimento ser reduzido em temperatura abaixo de 21 °C. 

Em 1960 ocorreu o início da expansão das plantações de siratro no 

México, no Brasil e em outros países, estando entre as mais versáteis 

leguminosas forrageiras cultivadas nas regiões neotropicais, sendo de fácil 
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estabelecimento, resistente a doenças e de boa convivência com as gramíneas 

(HUTTON, 1962).  

O cultivo de plantas fixadoras de nitrogênio nativas ou adaptadas de 

outras regiões, em rotação ou consorciadas com culturas de importância 

econômica, é de grande interesse das propriedades rurais, por proporcionar o 

aumento, a disponibilidade e a reciclagem de nutrientes, além de reduzir os 

efeitos de estresses abióticos, proteger o solo contra erosão e melhorar a 

infiltração de água dos sistemas produtivos (WUTKE et al., 2009; GUERRA et 

al., 2002). 

 Espíndola et al. (2006) observaram o efeito benéfico das leguminosas 

puerária e siratro no desenvolvimento vegetativo da bananeira, quando 

cultivadas em consórcio com a mesma. Segundo os mesmos autores, as 

leguminosas estudadas podem proporcionar vários benefícios ao sistema de 

cultivo, em virtude da rápida decomposição de resíduos, do expressivo aporte de 

nutrientes, o que gera economia no uso de fertilizantes minerais e contribui para 

o manejo ecológico, assegurando maior sustentabilidade ao agroecossistema.   

 Collier et al. (2012) verificaram que, após 30 dias da semeadura, o 

siratro obteve valores expressivos com relação à supressão de plantas invasoras, 

apresentando um desenvolvimento inicial mais rápido, sendo mais eficiente na 

competição por luz e água, o que pode ter dificultado o estabelecimento das 

plantas invasoras. 

 O siratro é capaz de estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de 

nitrogênio e não necessita de adubação nitrogenada; responde positivamente a P 

e K em solos arenosos, tolera uma ampla faixa de pH do solo (4,5 a 8), é uma 

das leguminosas tropicais mais tolerantes a Al, Mn e NaCl e, quando nodulada 

por bactérias fixadoras de nitrogênio, pode fixar 55 a 175 kg de N/ha/ano 

(COOK et al., 2005). 
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 A espécie vegetal M. atropurpureum é considerada uma hospedeira 

promíscua, por ser capaz de estabelecer simbiose com diferentes gêneros de 

bactérias fixadoras de nitrogênio que nodulam leguminosas, tais como 

Rhizobium e Sinorhizobium (BROMFIELD; BARRAN, 1990; TRINICK; 

MILLER; HADOBAS, 1991), Mesorhizobium e Bradyrhizobium (JORDAN, 

1984), Azorhizobium (FLORENTINO et al., 2009; GONÇALVES; MOREIRA, 

2004; MOREIRA et al., 2006), e as bactérias da subclasse β-proteobactéria,  

Burkholderia (MOULIN et al., 2001; SILVA, 2009; CARVALHO, 2010) e 

Cupriavidus (FLORENTINO et al., 2009; SILVA et al., 2012). 

 O siratro é utilizado para testar a nodulação e a eficiência simbiótica de 

fixação de nitrogênio por um grande número de estirpes α–proteobactérias. 

Entretanto, Moulin et al. (2001) utilizaram o siratro como planta modelo para 

demonstrar que a estirpe Burkholderia tuberum STM678T pode nodular 

leguminosas e constataram que a mesma contém os genes de nodulação nodA e 

duas cópias do gene nodC e, ao longo de um período de três semanas, a estirpe 

em estudo formou de 5 a 20 nódulos por planta sobre as raízes de M. 

atropurpureum. 

 Angus et al. (2013) realizaram um estudo com o objetivo de verificar se 

a temperatura e outros fatores ambientais influenciam a eficiência na fixação do 

nitrogênio da estirpe Burkholderia tuberum STM678T, utilizando o siratro como 

planta modelo. Os autores observaram que a nodulação efetiva do siratro por 

Burkholderia tuberum STM678T ocorre esporadicamente a 21/22 °C e que 

vários mecanismos, tais como síntese de trealose, acúmulo de prolina, bem como 

a produção de exopolissacarídeos, podem conferir à bactéria tolerância à 

variação de temperatura e dessecação.  

 Segundo Moreira e Siqueira (2006), dentre as bactérias estudadas que 

fixam nitrogênio, as espécies Rhizobium leguminosarum (FRANK, 1879; 

FRANK, 1889) biovares phaseoli, trifolii , viceae (JORDAN, 1984); Rhizobium 
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giardini (AMARGER; MACHERET; LAGUERRE, 1997) biovares phaseoli, 

giardinit; Rhizobium gallicum (AMARGER; MACHERET; LAGUERRE, 

1997); Bradyrhizobium japonicum (JORDAN, 1984); Bradyrhizobium 

canariense (Vinuesa et al., 2005) e Azorhizobium loti (Jarvis; Bpankhurst; Patel, 

1982; Jarvis et al., 1997; Jordan, 1984), com as suas respectivas estirpes tipo, 

ATCC10004T, H152T, R602spT, ATCC10324T, BTA-1T, NZP2213T, são 

espécies conhecidas de rizóbios que estabelecem simbiose com M. 

atropurpureum. 

 

2.2.2 Mimosa bimucronata (De Candole) Otto Kuntze 

 

Mimosa bimucronata (DC) Kuntze, também chamada, popularmente, de 

maricá, pertence à divisão Magnoliophyta (Angiospermae), classe 

Magnoliopsida (Dicotiledonae), ordem Fabales, familia Leguminosae e à 

subfamília Mimosoideae. Ocorre de forma natural no nordeste da Argentina, no 

leste do Paraguai e no extremo noroeste do Uruguai (LORENZI, 2002). Segundo 

o mesmo autor, no Brasil, esta espécie é encontrada nos estados do Ceará, 

Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Espírito Santo, Minas Gerais, São Paulo, Rio de 

Janeiro, Paraná, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, em ambientes de floresta 

estacional decidual, floresta ombrófila densa, na formação de baixo-montanha, 

na planície quaternaria, nas várzeas e nas beiras de regatos sujeitos a inundações 

periódicas ou locais úmidos, restinga e caatinga. 

M. bimucronata é uma planta perene, arbórea, medindo de 4 a 8 m de 

altura, altamente ramificada e espinhosa, cuja reprodução é realizada por 

sementes (LORENZI, 2000). Esta espécie vegetal é adaptada a solos arenosos 

encharcados e mal drenados, com pH variando entre 4.0 e 5,0. Entretanto, em 

plantios experimentais, tem obtido melhor crescimento em solos bem drenados, 

com textura argilosa e a areno-argilosa, com alta fertilidade e propriedades 
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físicas adequadas para uma espécie pioneira na sucessão florestal e de fácil 

reflorestamento, e, portanto, apresenta importante função ecológica (REITZ; 

KLEIN, R; REIS, 1988; MARCHIORI, 1993).  

As plantas de espécies pioneiras apresentam sementes que germinam 

apenas sob condição de alta temperatua e luminosidade, têm o hábito de 

crescimento mais rápido do que as não pioneiras, as quais apresentam habilidade 

de germinar e sobreviver na sombra e na presença de clareiras pequenas, e têm o 

crescimento otimizado pelo ambiente parcialmente sombreado (KAGEYAMA; 

CASTRO, 1989). Assim, Bitencourt et al. (2007) verificaram que a M. 

bimucronata é uma ótima espécie pioneira para o processo de recuperação de 

áreas impactadas pela atividade de mineração e pastejo, além de  fornecer  

abrigo para fauna e proteger as plântulas de diversas espécies do pisoteio de 

bovinos.  

No contexto da importância florestal, a espécie M. bimucronata pode ser 

recomendada para a composição de reflorestamentos heterogêneos em áreas 

degradadas ou perturbadas, bem como para o controle de processos erosivos e o 

para plantio de terrenos sujeitos à inundação periódica, uma vez que apresenta 

uma boa adaptação a terrenos úmidos e rochosos (LORENZI, 2002).  

Outro aspecto relevante para a atuação da M. bimucronata no processo 

de recomposição florística de uma determinada área é tratar-se de uma espécie 

vegetal capaz de estabelecer relações simbióticas com micro-organismos, tais 

como as bactérias fixadoras de nitrogênio (SPRENT, 2001) e os fungos 

micorrízicos (PATREZE; CORDEIRO, 2004).  

Patreze e Cordeiro (2004), ao realizarem estudos relacionados à resposta 

da adubação mineral e da inoculação com rizobios e micorrizas nas espécies 

Anadenanthera colubrina, Mimosa bimucronata e Parapiptadenia rigida, em 

condições de viveiro, constataram que o estabelecimento da simbiose destes 

micro-organismos pode favorecer o crescimento e, consequentemente, o sucesso 
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pós-plantio dessas espécies florestais. Segundo os mesmos autores, a falta de 

fertilizantes nitrogenados nas mudas de M. bimucronata foi corrigida pela 

fixação biológica de nitrogênio e, embora tenha ocorrido a nodulação 

espontânea em A. colubrina e M. bimucronata, a inoculação das bactérias 

fixadoras de nitrogênio aumentou o número de nódulos, a atividade da 

nitrogenase e o conteúdo da leg-hemoglobina das mesmas. 

Pesquisas realizadas por Faria et al. (1997) retratam a existência de 

estirpes (BR 3461, BR 3460) eficientes na fixação biológica do nitrogênio em 

M. bimucronata. Entretanto, são necessários novos estudos com outras estirpes, 

as quais possam contribuir para o ciclo do nitrogênio, garantir a resiliência dos 

processos biológicos e a manutenção de ecossistemas frágeis, como o campo 

rupestre. 

   

2.2.3 Mimosa foliolosa Benth. subsp . pachycarpa (Benth.)  

 

Mimosa foliolosa Benth. subsp. pachycarpa (Benth.) Barneby var. 

pachycarpa pertence à divisão Magnoliophyta (Angiospermae), classe 

Magnoliopsida (Dicotiledonae), ordem Fabales, família Leguminosae e 

subfamília é Mimosoideae. É uma espécie endêmica e de ocorrência em solos 

arenosos ou pedregosos associados com afloramentos de quartzito, a 980 e 1.300 

m de altitude, na Chapada Diamantina, sudeste do Brasil (BARNEBY, 1985), 

local conhecido por seus altos níveis de endemismo e biodiversidade 

(GIULIETTI; PIRANI; HARLEY, 1997). 

Em relação às características taxonômicas, a espécie M. foliolosa é 

descrita como um arbusto ou subarbusto cujo caule contém cera ou resina e pode 

apresentar glândulas, ramos com indumento pilodo, folhas filiformes, 

multijugas, cinéreas e infrutescência cor rufa axilar. Inflorescências são globosas 

e os botões florais estão em capítulos com bráctea; as frutas têm 24-46 mm de 
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comprimento por 7-14 mm de largura e as sementes, 4-6 por 3-4 mm, obovadas 

ou arbiculares (BARNEBY, 1991). 

O fluxo de floração e frutificação é variável ao longo do ano, mas, em 

relação à área onde é encontrada a espécie, ou seja, na Serra do Cipó, no Brasil, 

com precipitação média anual de 1.300 mm e temperatura média entre 17,4-19,8 

°C, as plantas florecem no período de dezembro a março, e a frutificação ocorre 

entre agosto e setembro  (MADEIRA; FERNANDES, 1999).  Partes da planta 

ou de órgãos são, muitas vezes, utilizadas por insetos, como as abelhas, para 

agregação ou como repouso (LINSLEY, 1962 ). 

Esta espécie é altamente adaptada a ambientes hostis, com baixa 

fertilidade do solo e escassez de água, bem como em local impactado por ações 

antrópicas (WHELAN, 1995, RIBEIRO; FERNANDES, 2000, NEGREIROS et 

al., 2011). Essas características fazem da M. foliolosa uma candidata ideal para o 

uso em programas de restauração ambiental. 

Neste contexto, segundo Silveira, Fernandes e Fernandes (2005), 

Silveira e Fernandes, (2006), Negreiros et al. (2009), a capacidade de espécies 

arbóreas e arbustivas, tais como a M. foliolosa, de  resistir ao estresse 

nutricional, mediante o crescimento da mesma em determinadas condições 

extremamente adversas, evidencia o seu potencial para o restabelecimento 

florestal, em programas de revegetação em áreas degradadas derivadas de 

quartzito.  

De acordo com Silveira e Fernandes, (2006), Negreiros et al. (2009), o 

sucesso do emprego de M. foliolosa para a ecologia de restauração de áreas é 

maximizado devido à alta produção de suas sementes e à capacidade de 

germinação e de estabelecimento. 

Assim, a utilização de mudas de espécies nativas e endêmicas, como a 

de M. foliolosa, pode ser uma alternativa para o processo de recuperação dessas 

áreas, cuja tolerância ao estresse nutricional e hídrico e variações de temperatura 



31 

e luminosidade do meio pode ser um fator limitante e primordial para a melhoria 

das propriedades físicas, químicas e biológicas do solo, e o restabelecimento da 

comunidade vegetal (TEMPERTON et al., 2007).  

Entretanto, ainda não existem estudos da simbiose de bactérias fixadoras 

de nitrogênio que apresentem eficiência na fixação biológica do nitrogênio em 

M.  foliolosa. Dessa forma, pesquisas relacionadas à importância da interação 

entre leguminosas arbóreas, nativas, edêmicas, tal como M. foliolosa, e bactérias 

eficientes em fixar nitrogênio mineral são necessárias para o emprego das 

mesmas na reabilitação e na restauração de ecossistemas naturais em larga 

escala (THRALL et al., 2005). 

 

2.3 Bactérias fixadoras de nitrogênio  

 

O nitrogênio é um macronutriente que compõe, aproximadamente, 78% 

do ar atmosférico, se encontra na forma gasosa e indisponível para a maioria dos 

organismos, e apenas uma parcela relativamente pequena das espécies de 

procariotos tem a enzima nitrogenase que é capaz de reduzir o N2 para NH3, 

forma inorgânica combinada, que pode, então, tornar-se disponível para as 

plantas e outros organismos, os quais são chamados de bactérias fixadores de N2, 

ou diazotróficos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).  Segundo os mesmos autores, 

dentre as fixadoras de nitrogênio, podem-se encontrar aquelas que são de vida 

livre, as associativas e as que estabelecem simbiose com as leguminosas. Estas 

últimas são capazes de formar estruturas especializadas denominadas de nódulos 

e são conhecidas como bactérias nodulíferas de leguminosas (BNL). 

O estabelecimento da relação simbiótica entre as espécies de bactérias e 

espécies de plantas pode variar, podendo ser altamente específica, quando as 

bactérias são capazes de formar simbiose com um pequeno número de espécies 

de plantas ou promíscua, quando elas são capazes de estabelecer simbiose com 
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um grande número de espécies de leguminosas (MOREIRA, 2008). Para o 

estabelecimento da simbiose de bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN) em 

leguminosas é necessária a ocorrência de troca de sinais moleculares entre a 

planta e a FBN, em que a primeira libera flavonoides que são reconhecidos pela 

proteína nodD da bactéria, desencadeando a transcrição de genes da nodulação 

nodABC e a síntese dos fatores Nod. A planta reconhece estes fatores Nod e 

inicia-se o encurvamento do pelo radicular e, posteriormente, a formação dos 

nódulos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

Entre os micro-organismos encontrados na rizosfera das plantas, as BFN 

que nodulam leguminosas são tidas como componentes essenciais na 

sustentabilidade do sistema solo e planta (SMITH; READ, 2008).  A BFN reduz 

o custo de produção de leguminosas, pois os fertilizantes químicos têm alto 

preço e podem ser lixiviados e contaminar o solo e os recursos hídricos, sendo a 

inoculação de BFN uma alternativa viável que não causa danos ao meio 

ambiente (GRAHAM; VANCE, 2003). 

Os micro-organismos diazotróficos endofíticos podem desempenhar 

importante papel na reabilitação e na sustentabilidade dos ecossistemas, uma vez 

que incorporam N por meio da fixação biológica em quantidades que podem 

variar de 25 a 50 kg ha-1 ano-1 de N (BAZZICALUPO; OKON, 2000). Segundo 

Dobereiner (1984), para determinadas espécies de leguminosas, como Mimosa 

caesalpiniaefolia, Prosopis juliflora e Leucaena elucocaephala, já existem 

inoculantes disponíveis e as leguminosas arbóreas bem estabelecidas podem 

fixar até 600 kg de N/ha por ano, demonstrando a importância da utilização 

dessas espécies em estudos de reflorestamento. 

A fixação biológica de nitrogênio é mediada por uma parcela dos 

procariotos que, apesar de relativamente pequena, apresenta alta diversidade 

morfológica, fisiológica, genética e filogenética. Eles podem ser encontrados 

entre os aeróbios, os anaeróbios e os anaeróbios facultativos e em vários grupos 
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filogenéticos representativos de Bactéria e de Archaea. A alta diversidade desses 

organismos garante não só a resiliência do importante processo que mediam em 

um determinado ecossistema, como também a ocorrência deste nos mais 

diferentes tipos de hábitat terrestres (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

Em estudos de diversidade de bactérias que nodulam leguminosas têm 

sido utilizadas “plantas iscas”, de forma a capturar populações de BFN de 

amostras de solo, assim como coletar nódulos diretamente das raízes das plantas 

(MOREIRA, 2008). Segundo o mesmo autor, este último método permite 

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

hospedeiras, além dos fatores ambientais, os quais afetam a expressão dos 

genótipos dos simbiontes (MOREIRA, 2008).  

A junção das diferentes técnicas moleculares e tradicionais tem 

permitido caracterizar e identificar diferentes gêneros de bactérias fixadoras de 

nitrogênio nodulíferas em leguminosas, tais como Rhizobium (Frank, 1889), 

Bradyrhizobium (JORDAN, 1984), Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988), 

Sinorhizobium (CHEN; YAN; LI, 1988), Mesorhizobium (JARVIS et al., 1997), 

Allorhizobium (LAJUDIE et al., 1998), Burkholderia (MOULIN et al., 2001), 

Methylobacterium (SY et al., 2001), Devosia (RIVAS et al., 2002), Cupriavidus 

(CHEN et al., 2001), Ochrobactrum (TRUJILLO et al., 2005), Blastobacter 

(BERKUM; EARDLY, 2002) e Phyllobacterium (VALVERDE et al., 2005). 

Em estudos realizados por Jaramillo (2010), depois de formar os grupos 

mediante a técnica de BOX-PCR, foram escolhidos 20 isolados bacterianos para 

sequenciar, obtendo-se sequências parciais da região do primer 3’- 5’ que 

codifica o 16S rDNA, sendo analisadas filogeneticamente. Essas sequências 

variaram de 416 a 850 pb e foram submetidas ao banco de dados GenBank, 

mostrando uma porcentagem de identidade de 97% a 100% com os isolados já 

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

eficiência simbiótica de 119 estirpes isoladas de solos agrícolas na Amazônia 

Ocidental utilizando caupi como planta armadilha, obtiveram 50 genótipos com 

similaridade de 70% e 21 genótipos de similaridade de 30%, por meio da técnica 

de agrupamento  BOX-PCR. O sequenciamento do gene 16S rRNA das estirpes 

representantes do BOX-PCR mostrou predominância de bactérias do gênero 

Bradyrhizobium, com alta diversidade de espécies, além da identificação de 

espécies de Rhizobium, Burkholderia e Achromobacter.  

As espécies de leguminosas que são capazes de formar simbiose com 

rizóbios têm sido utilizadas para a restauração da fertilidade do solo em áreas 

degradadas (FRANCO; FARIA, 1997; CARNEIRO et al., 1999; TRANNIN; 

MOREIRA; SIQUEIRA, 2001; SILVA; SOARES; SIQUEIRA, 2006; 

FERREIRA et al., 2012). O solo de áreas degradadas colonizadas por 

leguminosas capazes de se associarem com rizóbios apresenta maior diversidade 

e biomassa, em relação àqueles que não têm espécies vegetais que formam 

associações com rizóbios (CAMPELO, 1998). 

 

2.4 O gênero Burkholderia e sua relação simbiótica com as leguminosas 

Mimosa spp.  

 

O gênero Burkholderia foi proposto por Yabuuchi et al. (1992), ao 

avaliarem as características fenotípicas e a composição celular com o 

sequenciamento da região 16S rDNA, na homologia do DNA-DNA. Segundo os 

mesmos, este gênero surgiu a partir de estudos com a Burkholderia cepacia, 

anteriormente chamada de Pseudomonas cepacia, a qual foi especificada como 

espécie padrão do grupo II, em homologia ao rRNA de Pseudomonas. 

A Burkholderia cepacia foi descrita por Burkholder (1950) e 

inicialmente identificada como a espécie fitopatogênica responsável pelo 
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apodrecimento dos bulbos de cebolas. Em estudos moleculares foi demonstrado 

que diversos isolados, classificados como uma única espécie, na verdade 

apresentavam diferenças genotípicas, apesar da grande semelhança fenotípica 

(VANDAMME et al., 1997). Assim, criou-se a expressão “complexo de 

Burkholderia cepacia” para agrupar essas espécies filogeneticamente associadas 

(COENY; VANDAMME, 2003). 

Atualmente, o gênero Burkholderia tem 70 espécies amplamente 

distribuídas em vários ambientes naturais, ocorrendo no solo, na água, em 

associação com plantas, fungos, animais e humanos (MARTÍNEZ-AGUILAR et 

al., 2013; WONG-VILLARREAL; CABALLERO-MELLADO, 2010). 

De acordo com os mesmos autores, o gênero Burkholderia está em 

constante crescimento, no que diz respeito ao número de espécies.  Entretanto, a 

taxonomia deste gênero está sendo modificada de tal maneira que novos 

componentes estão sendo frequentemente propostos, de forma que novos estudos 

são necessários para a melhor caracterização do mesmo. 

As linhagens do gênero Burkholderia são subdivididas pelos membros 

do complexo B. cepacia, os patogênicos aos humanos e animais, e os 

pertencentes ao grupo B. pseudomallei, as espécies fitopatogênicas e algumas 

espécies saprofíticas e associadas às plantas, incluindo aquelas que nodulam 

leguminosas e promovem crescimento vegetal (MARTÍNEZ-AGUILAR et al., 

2013). 

A fixação biológica de nitrogênio realizada por Burkholderia spp. foi 

descoberta quando a B. vietnamiensis foi descrita por Gillis et al. (1995). 

Posteriormente, essa capacidade foi detectada em outras espécies descritas, 

como B. unamae (CABALLERO-MELLADO et al., 2004),  B.tropica (REIS et 

al., 2004),  B. xenovorans (GORIS et al., 2004) , B. silvatlantica (PERIN et al., 

2006), B. kururiensis e em mais 12 espécies capazes de formar nódulos efetivos 

em leguminoas, tais como B. tuberum, B. phymatum, B. caribensis, B. 
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mimosarum, B. nodosa, B. sabiae, B. diazotrophica, B. symbiotica, B. 

phenoliruptrix, B. sprentiae, B. rhynchosiae e B. caballeronis (VANDAMME et 

al., 2002; CHEN et al., 2003; CHEN et al., 2006; CHEN et al., 2007; CHEN et 

al., 2008; OLIVEIRA-CUNHA et al., 2012; MEYER et al., 2013a, MEYER et 

al., 2013b; MARTÍNEZ-AGUILAR et al., 2013), além de B. fungorum, que 

também é capaz de nodular leguminosas, embora seja ineficaz (FERREIRA et 

al., 2012). 

Tem sido constatada a capacidade das espécies de Burkholderia em 

formar nódulos em Macroptilium atropurpureum (MOULIN et al., 2001; 

ELLIOT et al., 2007; ANGUS et al., 2013), em espécies de Cyclopia (ELLIOT 

et al., 2007) e em Phaseolus vulgares (TALBI et al., 2010). Entretanto, diversos 

autores têm observado a afinidade de leguminosas da subfamília Mimosoideae 

por bactérias nodulíferas do gênero Burkholderia, como foi relatado por Barrett 

e Parker (2005), ao verificarem a predominância de estirpes de Burkholderia em 

nódulos radiculares em plantas da subfamília Mimosoideae (Mimosa pigra, M. 

casta, M. pudica, Abarema macradenia e Pithecellobium hymenaeafolium) na 

ilha de Barro Colorado, no Panamá, e por Chen et al. (2005), ao isolar vinte 

estirpes pertencentes ao gênero Burkholderia de leguminosas da subfamília 

Mimosoideae provenientes do Brasil e da Venezuela. 

Em pesquisas anteriores já houve relatos da afinidade simbiótica de 

Burkholderia spp. com as leguminosas do gênero de Mimosa. Por exemplo, em 

estudos realizados por Chen et al. (2003), a maioria das 190 bactérias obtidas a 

partir de nódulos de M. pudica e M. diplotricha, em Taiwan, pertencia ao grupo 

β-proteobactéria e duas estirpes isoladas de nódulos de Mimosa diplotricha e 

Mimosa pudica, também em Taiwan, foram descritas como B. caribenis 

(VANDAMME et al., 2002) 

 Em estudos posteriores, Chen et al. (2006) obtiveram quatorze isolados, 

identificados como B. mimosarum, a partir de nódulos de Mimosa pigra e 
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Mimosa scabrella, oriundos da Venezuela, do Brasil e de Taiwan. Em seguida, 

uma nova espécie de Burkholderia, capaz de nodular e fixar nitrogênio, obtida a 

partir de nódulos de M. scabrella e M. bimucronata nativas do Brasil, foi 

descrita e nomeada como B. nodosa (CHEN et al., 2007).  

Duas estirpes bacterianas isoladas de nódulos de M. caesalpiniifolia, no 

Brasil, foram descritas como nodulíferas e identificadas como B. sabiae (CHEN 

et al., 2008). Em um extenso levantamento de nodulação em Mimosa spp., 

realizada em dois grandes biomas do Brasil, cerrado e caatinga, verificou-se que 

estirpes de Burkholderia são os simbiontes predominantes nestes dois centros de 

diversidade, sendo capazes de nodular espécies de mimosas raras, endêmicas e 

ameaçadas de extinção, tais como M. splendida, M. setosissima, M. decorticans, 

M. calodendron, M. campicola, M. dominarum, M. gatesiae, M. irrigua, M. 

pseudosepiaria, M. pyrenea, M. regina, M. setuligera, M. skinneri, M. 

speciosissima, M. ulbrichiana, M. verecunda, M. callithrix e M. cordistipula, 

portanto, contribuindo para o ciclo do nitrogênio e a manutenção de 

ecossistemas frágeis do cerrado e da caatinga  (REIS et al., 2010).  

Em estudos com 148 estirpes isoladas de nódulos de 47 espécies de 

Mimosa oriundas da América do Sul, verificou-se que estirpes de Burkholderia 

foram capazes de estabelecer simbiose com essas espécies de plantas 

(BONTEMPS et al., 2010; REIS et al., 2010). 

Mishra et al. (2011), ao avaliarem a diversidade genética de 221 

bactérias simbiontes de Mimosa pudica em oito tipos de solos de diversos 

ambientes da Guiana Francesa, encontraram uma grande diversidade de beta-

rizóbio, como Burkholderia phymatum, Burkholderia tuberum, mas também 

foram encontradas Burkholderia mimosarum, Burkholderia spp. e, pela primeira 

vez na América do Sul, Cupriavidus taiwanensis.  

Em outros estudos há relatos da atuação de bactérias do gênero 

Burkholderia no crescimento vegetal, principalmente pela produção de 
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fitorreguladores e fixação biológica de nitrogênio. Angus et al. (2013) 

observaram, em sua análise experimental, que as estirpes B. tuberum STM678, 

B. unamae MTI-641, B. silvatlantica SRMrh20 e B. silvatlantica PVA5 

apresentaram atividade solubilizadora de fosfato inorgânico e secreção de 

sideróforos. 

Em pesquisas realizadas por Silva et al. (2012), com 48 isolados obtidos 

de solos da região da Amazônia no Brasil, foi demonstrada uma diversidade 

cultural e bioquímica do gênero Burkholderia, tendo 44 estirpes sido 

identificadas como B. fungorum, um isolado bacteriano como B. caribensis e B. 

lata, e duas estirpes como B. contaminans. Destes, 96% foram capazes de 

solubilizar fosfato de cálcio, 97% apresentaram capacidade de fixação do N2 

livre e um isolado apresentou atividade antifúngica contra Fusarium oxysporum, 

podendo estes ser empregados na promoção do crescimento de plantas e 

apresentar potencial de aplicação no controle biológico de fitopatógenos.  

A solubilização de fosfato inorgânico tem sido relacionada com a 

produção de compostos de ácidos orgânicos, como foi constatado por Lin et al. 

(2006), ao verificarem que a produção de ácido glucônico pela B. cepacia foi a 

principal responsável pela solubilização de  trifosfato de cálcio. Outra forma de 

atuação da Burkholderia na promoção do crescimento vegetal é a manutenção 

dos níveis de etileno baixos nas plantas, por meio da ação da enzima ACC 

deaminase, como foi verificado em estudos realizados por Pandey, Kang e 

Maheshwari (2005), em Mimosa pudica e, posteriormente, em pesquisas com B. 

xenovorans, B. unamae e B. phytofirmans (CABALLERO-MELLADO et al., 

2007). 

Pesquisas relacionadas à obtenção de uma melhor caracterização 

genética de espécies pertencentes ao gênero Burkholderia e da sua relação e 

eficiência simbiótica com as leguminosas são necessárias, visto a importância 

para os estudos taxonômicos, fisiológicos, ecológicos e aplicação econômica, 
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uma vez que as mesmas podem atuar no processo de fixação biológica de 

nitrogênio, associadas a espécies de leguminosas de grande importância florestal 

e, assim, garantir a sustentabilidade dos ecossistemas.  
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ARTIGO 1 

 

EFICIÊNCIA SIMBIÓTICA DE ESTIRPES DE 

Burkholderia EM LEGUMINOSAS E IDENTIFICAÇÃO 

DE ESTIRPES ORIUNDAS DE CAMPOS RUPESTRES 

 
Kaliane S. Araújo, Fernanda de Carvalho, Fatima M. S. Moreira 

 
Resumo 
Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a eficiência simbiótica de 
estirpes de Burkholderia em Macroptilium atropurpureum (DC.), Mimosa 
bimucronata (De Candole) Otto Kuntze e Mimosa foliolosa Benth e identificar 
bactérias provenientes de nódulos de plantas iscas cultivadas em solos de 
distintos habitats de campos rupestres da Serra do Cipó, MG. Para o teste de 
nodulação e eficiência simbiótica em M. atropurpureum (DC.) foram utilizadas 
garrafas recicladas do tipo long neck, contendo solução de Hoagland, e os 
experimentos com as espécies florestais foram realizados em tubetes (240 cm3) 
contendo areia e vermiculita (1:2), ambos tendo como controles negativos os 
tratamentos sem inoculação, contendo 5, 25 mg L-1 e 52,5 mg L-1 de N mineral. 
A estirpe de referência simbiótica para M. atropurpureum foi a UFLA 04-212 e 
o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 
três repetições, por um período de 40 dias. Nos experimentos de nodulação e 
eficiência simbiótica em M. bimucronata e M. foliolosa, espécies nativas dos 
domínios atlântico e cerrado, respectivamente, foram utilizadas as respectivas 
estirpes de referência, BR 3460 e UFLA 01-750, em delineamento inteiramente 
casualizado com seis repetições, por um período de 70 dias. Após estes períodos, 
foram avaliados: nodulação, matéria seca da parte aérea, da raiz e total, além de 
altura da planta, diâmetro, matéria seca de nódulos e o índice de qualidade de 
Dickson nas espécies nativas. Os dados foram submetidos à análise de variância 
e comparação de médias por meio do teste de Scott Knott, a 5% de 
probabilidade. Das 15 estirpes de Burkholderia testadas, apenas UFLA 01-726 e 
UFLA 04-248 foram capazes de nodular M. atropurpureum, entretanto, foram 
ineficientes na promoção de crescimento vegetal, apesar de serem eficientes na 
fixação biológica do nitrogênio em M. foliolosa. Todas as estirpes de 
Burkholderia testadas estabeleceram simbiose com M. bimucronata e 12 estirpes 
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nodularam M. foliolosa. As estirpes UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-
748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 01-750 e as estirpes UFLA 01-726, 
UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-260, UFLA 01-750 e 
UFLA 01-751 promoveram o crescimento vegetal, respectivamente, em M. 
bimucronata e M. foliolosa. As estirpes dos diferentes grupos culturais foram 
identificadas com 98% a 100% de similaridade como pertecentes ao gênero 
Bacillus (13 estirpes), Burkholderia (13 estirpes), Brevibacillus (4 estirpes), 
Paenibacillus (3 estirpes), Stenotrophomonas (1 estirpe), Lysinibacillus (1 
estirpes). Estirpes de Burkholderia atuam na promoção do crescimento vegetal 
de M. bimucronata e M. foliolosa e as características morfológicas e culturais 
utilizadas como parâmetro para o agrupamento das estirpes subestimaram a 
diversidade genética das mesmas. 
 
Palavras-chave: Bactérias Fixadoras de Nitrogênio, Beta-proteobactérias, 
Macroptilium atropurpureum, Mimosa bimucronata, Mimosa foliolosa. 
 



61 

 
Abstrat 

This work was carried out to evaluate the symbiotic effectiveness of strains 
Burkholderia in Macroptilium atropurpureum (DC.), Mimosa bimucronata (De 
Candole) Otto Kuntze and Mimosa foliolosa Benth and identify bacteria from 
nodules of bait plants grown in soils of different habitats of rocky fields from 
Serra do Cipó, MG. For nodulation ability as well as symbiotic efficiency in M. 
atropurpureum (DC.) it was used long neck recycled bottles containing 
Hoagland and the trials with forest species were performed in tubes (240 cm3) 
containing sand and vermiculite (1:2), both as negative controls the treatments 
without inoculation containing 5, 25 mg L-1 and 52.5 mg L-1 of N mineral. The 
strain of symbiotic reference for M. atropurpureum was UFLA 04-212 and the 
experiment was conducted in a completely randomized design with three 
replications, for a period of 40 days. In the experiments of nodulation and 
symbiotic efficiency in M. bimucronata and M. foliolosa native species from 
Atlantic and the Cerrado, respectively, were used in their reference strains BR 
3460 and UFLA 01-750 in a completely randomized design with six replicates 
for 70 days. After this period, were evaluated: nodulation, dry matter of shoots, 
root and total, as well as plant height, diameter, dry weight of nodules and 
Dickson quality index in native species. Data were subjected to variance analysis 
and comparison of averages by Scott Knott test at 5% of probability. From 15 
strains of Burkholderia tested, only UFLA 01-726 and UFLA 04-248 were able 
to nodular M. atropurpureum, however, were ineffective in promoting plant 
growth, although efficient in biological nitrogen fixation in M. foliolosa. All 
tested strains of Burkholderia have established symbiosis with M. bimucronata 
and 12 strains have nodulated M. foliolosa. The strains UFLA 01-731, UFLA 
01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 and UFLA 01-750 and the 
strains UFLA 01-726, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-
260, UFLA 01-750, UFLA 01-751 promoted plant growth, respectively, in M. 
bimucronata and M. foliolosa. Strains of different cultural groups were 
identified, with 98% to 100% similarity, as belonging the genus Bacillus (13 
strains), Burkholderia (13 strains), Brevibacillus (4 strains), Paenibacillus (3 
strains), Stenotrophomonas (1 strain) and Lysinibacillus (1 strain). Burkholderia 
strains act in promoting plant growth of M. bimucronata and M. foliolosa and 
the morphological and cultural characteristics used as a parameter for the 
grouping of strains underestimated the genetic diversity of the same. 
 
Keywords: Nitrogen-fixing bactéria. Beta-proteobacteria. Macroptilium 
atropurpureum. Mimosa bimucronata. Mimosa foliolosa. 
 

. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Bactérias pertecentes ao gênero Burkholderia ocupam uma variedade de 

nichos ecológicos e são exploradas para fins de controle biológico, 

biorremediação e promoção de crescimento de plantas (Coeny et al., 2003). 

Entretanto, apenas em 2001 é que se teve o conhecimento de que estirpes de 

Burkholderia são capazes de estabelecer simbiose e formar nódulos em 

leguminosas, mesmo que ineficientes (Moulin et al., 2001). Esta era uma 

propriedade até então atribuída somente às bactérias da subclasse α-

proteobactéria, agrupadas nos gêneros Rhizobium, Sinorhizobium, 

Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium (Vandame et al., 2002).  

Desde então, tem sido constatada a capacidade das espécies de 

Burkholderia de formar nódulos em Macroptilium atropurpureum (DC) (Moulin 

et al., 2001; Elliot et al., 2007; Lima et al., 2009; Angus et al., 2013), em 

espécies de Cyclopia (Elliot et al., 2007), em Vigna unguiculata (Soares, 2009), 

em Phaseolus vulgares (Talbi et al., 2010) e também em espécies de Mimosa sp. 

(Chen et al., 2003; 2005; 2006; Barret; Parker, 2005; Reis et al., 2010). Em 

diversos trabalhos tem sido observada a afinidade de leguminosas da subfamília 

Mimosoideae por bactérias nodulíferas do gênero Burkholderia, como os 

realizados por Chen et al. (2003), em que a maioria das 190 bactérias obtidas a 

partir de nódulos de Mimosa pudica e Mimosa  diplotricha, em Taiwan, 

pertenciam à classe β-proteobactéria e por Chen et al. (2005), ao isolarem vinte 

estirpes pertencentes ao gênero Burkholderia de leguminosas da subfamília 

Mimosoideae provenientes do Brasil e da Venezuela. 

 Em estudos posteriores, Barrett e Parker (2005) verificaram a 

predominância de Burkholderia spp. em nódulos radiculares em Mimosa pigra, 

Mimosa casta, Mimosa pudica, Abarema macradenia e Pithecellobium 
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hymenaeafolium na ilha de Barro Colorado, no Panamá, e Chen et al. (2006) 

obtiveram quatorze isolados, identificados como B. mimosarum, a partir de 

nódulos de M. pigra e M. scabrella, oriundos da Venezuela, Brasil e Taiwan.  

Em um extenso levantamento de nodulação em Mimosa spp., realizada 

em dois grandes biomas do Brasil, cerrado e caatinga, verificou-se que estirpes 

de Burkholderia são os simbiontes predominantes nestes dois centros de 

diversidade, sendo capazes de nodular espécies de mimosas raras, endêmicas e 

ameaçadas de extinção, tais como M. splendida, M. setosissima, M. decorticans, 

M. calodendron, M. campicola, M. dominarum, M. gatesiae, M. irrigua, M. 

pseudosepiaria, M. Pyrenea, M. Regina, M. setuligera, M. skinneri, M. 

speciosissima, M. ulbrichiana, M. verecunda, M. callithrix e M. cordistipula, 

portanto, contribuindo para o ciclo do nitrogênio e a manutenção de 

ecossistemas frágeis do cerrado e da caatinga  (Reis et al., 2010).  

Do total de 148 estirpes isoladas de nódulos de 47 espécies de Mimosa 

oriundas da América do Sul, o gênero Burkholderia apresentou maior destaque, 

devido à sua predominância na identificação de estirpes capazes de estabelecer 

simbiose com essas espécies de plantas (Bontemps et al., 2010). 

Mishra et al. (2011), ao avaliarem a diversidade genética de 221 

bactérias simbiontes de M. pudica em oito tipos de solos de diversos ambientes 

da Guiana Francesa, encontraram grande diversidade de beta-rizóbio, como 

Burkholderia phymatum e Burkholderia tuberum, sendo as primeiras as mais 

frequentes das estirpes identificadas, Burkholderia mimosarum, Burkholderia sp. 

e Cupriavidus taiwanensis.  

Florentino et al. (2009) relataram, pela primeira vez no Brasil e na 

América do Sul, a existência de estirpes de rápido crescimento e com reações 

alcalinas em meio de cultivo pertecentes ao gênero Cupriavidus, obtidas de 

nódulos radiculares de Phaseolus vulgaris e Leucaena leucocephala. 

Posteriormente, Silva et al. (2012) identificaram essas estirpes como 
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Cupriavidus necator e constataram a capacidade destes de nodular P. vulgaris, 

L. leucocephala, Mimosa caesalpiniaefolia, M. atropurpureum e Vigna 

unguiculata. 

Dessa forma, este trabalho foi realizado com a finalidade de verificar a 

capacidade de nodulação e eficiência simbiótica de estirpes de Burkholderia em 

M. atropurpureum, Mimosa bimucronata e Mimosa foliolosa, bem como 

identificar bactérias provenientes de nódulos de plantas iscas, M. atropurpureum 

e Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret, cultivadas em solos de distintos habitats de 

campos rupestres da Serra do Cipó, MG.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Origem dos isolados bacterianos 

 

As estirpes bacterianas em estudo pertencem à Coleção de Culturas de 

Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (CCBPCV), no Setor de Biologia, 

Microbiologia e Processo Biológico do Solo (SBMPBS) da Universidade 

Federal de Lavras (UFLA) e foram isoladas de nódulos de M. atropurpureum e 

M. tenuiflora cultivadas em solos de distintos habitats de campos rupestres 

(afloramento rochoso, brejo tufoso, campo arenoso, campo pedregoso e 

cerrado), localizadas na Serra do Cipó, MG (de Carvalho, 2010).   

Do total de 51 isolados bacterianos (Tabela 1), 16 estirpes de 

Burkholderia, classificadas como representantes de grupos culturais, de acordo 

as características morfológicas e culturais, por de Carvalho et al. (2010) (Tabela 

2), foram testadas quanto à eficiência simbiótica em M. atropurpureum, M. 

bimucronata e M. foliolosa, e as demais estirpes (35 bactérias) tiveram o gene 

16S rRNA parcialmente sequenciado no presente estudo. 
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Tabela 1 Grupo cultural, código de identificação, local de origem e planta 
hospedeira das estirpes em estudo (de Carvalho, 2010) 

GRUPO 
CULTURAL 

CÓDIGO 
ORIGINAL 

CÓDIGO  
UFLA 

LOCAL DE 
ORIGEM 

PLANTA 
HOSPEDEIRA 

------------ ------------ 

UFLA 04-212 
Bradyrhizobium sp. 

(Moreira, 2006) 
 

Amazônia M. atropurpureum 

------------ ------------ 
         BR 3460 
Burkholderia gladioli 

(Faria et al., 1997) 
------------ M. bimucronata 

Grupo 1     

      21A-1 UFLA 01-731 
Campo Rupestre, 

 Serra do Cipó, MG,  
Brejo Turfoso 

M. tenuiflora 

Grupo 2     

 
 

     12A-5 
 

 
UFLA 01-726 

 

Campo Rupestre,  
Serra do Cipó, MG, 

Cerrado 
M. tenuiflora 

 
   

15A-4 
 

UFLA 01-783 
Campo Rupestre,  

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 3     

 
 

46B-3 
 

UFLA 04-260 
Campo Rupestre,  

Serra do Cipó, MG, 
Campo Arenoso 

M. atropurpureum 

 
 

55A-9 
 

UFLA 01-802 
Campo Rupestre,  

Serra do Cipó, MG, 
Campo Pedregoso 

M. tenuiflora 

 
 

47A-1 
 

UFLA 01-800 
Campo Rupestre, 

 Serra do Cipó, MG, 
Campo Arenoso 

M. tenuiflora 

 

 
28A-5 

 
UFLA 01-794 

Campo Rupestre,  
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. tenuiflora 

 

 
28A-8B 

UFLA 01-797 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. tenuiflora 

Grupo 4     

 
 

15A-8 
 

UFLA 01-753 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 5     

 
 

12A-1 
 

UFLA 01-750 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 
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Tabela 1, continuação 
 

GRUPO 
CULTURAL 

CÓDIGO 
ORIGINAL 

CÓDIGO  
UFLA 

LOCAL DE 
ORIGEM 

PLANTA 
HOSPEDEIRA 

 
 

35B-3A 
 

UFLA 04-443 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. atropurpureum 

Grupo 6     

 
 

17A-2 
 

UFLA 01-788 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 7     

 16A-8 UFLA 01-787 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

 
 

39B-6 
 

UFLA 04-405 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. atropurpureum 

 
 

55A-8 
 

UFLA 01-758 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Campo Pedregoso 

M. tenuiflora 

 
 

45A-5 
 

UFLA 01-799 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Brejo Turfoso 

M. tenuiflora 

 
 

28A-9 
 

UFLA 01-759 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG,  

Afloramento 
Rochoso 

M. tenuiflora 

 
 

18A-2 
 

UFLA 01-748 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
 Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 8     

 12A-3 UFLA 01-725 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

 15A-6 UFLA 01-784 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 9     

 
 

21A-6A 
 

UFLA 01-744 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Brejo Turfoso 

M. tenuiflora 

Grupo 10     

 
 

11B-7 
 

UFLA 04-249 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
M. atropurpureum 
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Cerrado 
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Tabela 1, continuação 
 

GRUPO 
CULTURAL 

CÓDIGO 
ORIGINAL 

CÓDIGO  
UFLA 

LOCAL DE 
ORIGEM 

PLANTA 
HOSPEDEIRA 

 
 

43B-7B 
 

UFLA 04-444 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Brejo Turfoso 

M. atropurpureum 

 
 

53B-1B 
 

UFLA 04-246 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Campo Pedregoso 

M. atropurpureum 

Grupo 11     

 
 

9A-7 
 

UFLA 01-690 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 12     

 
 

15A-7 
 

UFLA 01-733 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 13     

 
 

28A-1B 
 

UFLA 01-792 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. tenuiflora 

Grupo 14     

 
 

12A-8 
 

UFLA 01-728 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 15     

 5B-2 UFLA 04-442 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Campo Arenoso 

M. atropurpureum 

 
 

45A-3 
 

UFLA 01-798 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Brejo Turfoso 

M. tenuiflora 

Grupo 16     

 
 

28A-7A 
 

UFLA 01-795 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. tenuiflora 

Grupo 17     

 
 

12A-6 
 

UFLA 01-692 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

 
28A-1A 

 
UFLA 01-739 

 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
M. tenuiflora 
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Rochoso 
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Tabela 1, continuação 
 

GRUPO 
CULTURAL 

CÓDIGO 
ORIGINAL 

CÓDIGO  
UFLA 

LOCAL DE 
ORIGEM 

PLANTA 
HOSPEDEIRA 

Grupo 18     

 
 

45A-1 
 

UFLA 01-732 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Brejo Turfoso 

M. tenuiflora 

Grupo 19     

 
 

10B-6B 
 

UFLA 04-248 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. atropurpureum 

Grupo 20     

 
 

55A-5 
 

UFLA 01-801 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Campo Pedregoso 

M. tenuiflora 

Grupo 21     

 
 

13A-9 
 

UFLA 01-756 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

 
 

 
13B-1 UFLA 04-268 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Cerrado 
M. tenuiflora 

Grupo 22     

 
 

38B-3 
 

UFLA 04-274 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. atropurpureum 

Grupo 23     

 
 

16A-3 
 

UFLA 01-786 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 24     

 
 

21A-2 
 

UFLA 01-757 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Brejo Turfoso 

M. tenuiflora 

Grupo 25     

 
 

28A-6 
 

UFLA 01-751 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. tenuiflora 

Grupo 26     

 
 

16A-2 
 

UFLA 01-785 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 
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Tabela 1, conclusão 
 

GRUPO 
CULTURAL 

CÓDIGO 
ORIGINAL 

CÓDIGO  
UFLA 

LOCAL DE 
ORIGEM 

PLANTA 
HOSPEDEIRA 

 
 

17A-7 
 

UFLA 01-789 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M.tenuiflora 

 
 

27A-1 
 

UFLA 01-791 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Brejo ufoso 

M. tenuiflora 

 
 

12A-4 
 

UFLA 01-781 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 27     

 
 

20A-1A 
 

UFLA 01-790 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 28     

 9A-9 UFLA 01-780 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. tenuiflora 

Grupo 29     

 
 

28A-4A 
 

UFLA 01-793 

Campo Rupestre, 
Serra do Cipó, MG, 

Afloramento 
Rochoso 

M. tenuiflora 

Grupo 30     

 
 

43B-8B 
 

UFLA 04-445 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Brejo Turfoso 

M. atropurpureum 

Grupo 31     

 
 

12B-1 
 

UFLA 04-269 
Campo Rupestre, 

Serra do Cipó, MG, 
Cerrado 

M. atropurpureum 
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Tabela 2 Especificação das 15 estirpes de Burkholderia utilizadas em ensaios de autenticação e eficiência simbiótica na 
fixação biológica de nitrogênio em Macroptilium atropurpureum, Mimosa bimucronata e Mimosa foliolosa, 
mais a estirpe UFLA 01-750, utilizada como referência para capacidade de nodulação em M. foliolosa (de 
Carvalho, 2010) 

Sequências mais similares encontradas no Genbank Código 
Original 

Código 
UFLA 

Grupo 
Cultural 

Número de 
pares de 

base 
Espécies 

Similaridade 
% 

Número de 
acesso 

21A-1 
UFLA 01-731 Grupo 1 1272 

Burkholderia 
nodosa 

99 AY773192 

12A-5 UFLA 01-726 Grupo 2 519 Burkholderia sp. 99 FN543721 
46B-3 UFLA 04-260 Grupo 3 800 Burkholderia sp. 99 FN543722 
15A-8 UFLA 01-753 Grupo 4 1246 B.nodosa 99 AY773192 
12A-1 UFLA 01-750 Grupo 5 773 Burkholderia sp. 99 FN543721 
39B-6 UFLA 04-405 Grupo 7 778 Burkholderia sp. 97 AB366316 
18A-2 UFLA 01-748 Grupo 7 725 Burkholderia sp. 100 FN543681 

21A-6A UFLA 01-744 Grupo 9 866 Burkholderia sp. 100 FN543748 
11B-7 UFLA 04-249 Grupo 10 1137 Burkholderia sp. 99 FN543720 
15A-7 UFLA 01-733 Grupo 12 678 Burkholderia sp. 99 FN543723 

28A-1A UFLA 01-739 Grupo 17 883 Burkholderia sp. 99 FN543691 
45A-1 UFLA 01-732 Grupo 18 619 Burkholderia sp. 99 FN543777 

10B-6B UFLA 04-248 Grupo 21 710 Burkholderia sp. 99 FN54379 
13A-9 UFLA 01-756 Grupo 21 901 B. nodosa 99 AY773192 

28A-6A UFLA 01-751 Grupo 28 879 Burkholderia sp. 99 FN543677 
12B-1 UFLA 04-269 Grupo 35 839 Burkholderia sp. 99 EU219864 
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2.2 Autenticação e eficiência simbiótica das estirpes de Burkholderia em 

diferentes leguminosas 

 

As 15 estirpes representantes dos distintos grupos culturais, identificadas 

como Burkholderia sp. (UFLA 01-731, UFLA 01-726, UFLA 04-260, UFLA 

01-753, UFLA 01-750, UFLA 04-405, UFLA 01-748, UFLA 01-744, UFLA 04-

249, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-732, UFLA 04-248, UFLA 01-

751, UFLA 04-269) (Tabela 2), foram testadas quanto à capacidade de induzir 

nódulos e à eficiência da fixação biológica do nitrogênio em M. atropurpureum, 

M. Bimucronata e M. foliolosa, em condições de casa de vegetação do 

Laboratório de Microbiologia do Solo, no Setor de Biologia, Microbiologia e 

Processo Biológico do Solo (SBMPBS) da Universidade Federal de Lavras 

(UFLA). 

 

2.2.1 Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, no perído de 17 de 

setembro de 2013 a 28 de outubro de 2013, quando a temperatura média variou 

entre 15,8 °C a 26,9 °C.  Os 15 isolados bacterianos em estudo, mais a estirpe de 

referência UFLA 04-212 (Bradyrhizobium sp.) (Florentino et al., 2009), foram 

inoculados na espécie M. atropurpureum (siratro) para verificar a capacidade de 

nodulação e sua eficiência para fixação biológica de nitrogênio.  

As plantas foram cultivadas em garrafas de vidro âmbar de 500 mL, 

recicláveis, tipo long neck, contendo solução nutritiva de Hoagland e Arnon 

(1950), composta com uma mínima quantidade de N mineral (5,25 mg L-1), e 

inoculadas com as estirpes em teste, tendo como no controle positivo o 

tratamento com a estirpe UFLA 04-212. 
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Garrafas contendo apenas a mínima quantidade de N mineral (5,25 mg 

L-1) e a outra com concentração de nitrogênio necessário para o bom 

desenvolvimento das plantas (52,5  mg  L-1  de  N  mineral) foram utilizadas 

como controles negativos. 

A concentração mínima de N mineral na solução nutritiva de Hoagland e 

Arnon (1950) é considerada uma dose de arranque para o processo de fixação 

biológica de nitrogênio, tendo como composição 0,1mL L -1 NH4H2PO4; 0,6mL 

L-1 KNO3; 0,4 mL L-1 Ca(NO3)2.4H2O; 2mL L-1 MgSO4. 7H2O; 3mL L-1 K2SO4; 

10mL L-1 Ca(H2PO4)2.H2O; 200mL L-1 CaSO4.2H2O; 2,86g. L-1 H3BO3; 2,03g. 

L-1 MnSO4.4H2O; 0,22 g. L-1 ZnSO4.7H20; 0,08 g. L-1 CuSO4.5H2O; 0,02g. L-1 

H2MoO4.H2O e 10 mL L-1 FeCl3.6H2O. No controle negativo com a presença de 

nitrogênio utilizou-se a solução completa de Hoagland e Arnon (1950), 52,5 mg 

L-1 de N mineral (1mL L-1 NH4H2PO4; 6mL L-1 KNO3; 4 mL L-1 

Ca(NO3)2.4H2O; 2mL L-1 MgSO4. 7H2O; 2,86g. L-1 H3BO3; 2,03g. L-1 

MnSO4.4H2O; 0,22 g. L-1 ZnSO4.7H20; 0,08 g. L-1 CuSO4.5H2O; 0,02g. L-1 

H2MoO4.H2O e 10 mL L-1 FeCl3.6H2O).  

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

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

pressão de 1,5 kg cm-2 e a 127 °C. 

As sementes foram desinfestadas e escarificadas com ácido sulfúrico 

concentrado P. A. (Sigma ®), por 20 minutos, com lavagens sucessivas em água 

esterilizada, em condições assépticas de câmara de fluxo, e embebidas em água 

esterilizada por 60 minutos (Almeida et al., 1979). Posteriormente, foram 

imersas em água esterilizada, por 2 horas, transferidas para placas de Petri com 

algodão umedecido, esterilizadas em autoclave por 20 minutos e incubadas, por 

3 dias, a 28 °C, antes de serem plantadas. 

As sementes pré-germinadas foram inseridas manualmente no orifício da 

garrafa com auxílio de uma pinça estéril, sendo utilizada uma plântula por 
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frasco, seguida da inoculação de 2 mL da suspensão bacteriana, cultivada em 

meio de cultura 79 (Fred & Wasksman, 1928) líquido, por 3 dias, para as 

estirpes de Burkholderia testadas e 5 dias para a estirpe UFLA 04-212 

(Bradyrhizobium  sp.), utilizada como controle positivo.  

O experimento foi conduzido por 40 dias com 18 tratamentos, sendo 15 

referentes aos isolados em teste, 1 controle positivo com a inoculação da estirpe 

Bradyrhizobium sp. (UFLA 04-212), com comprovada eficiência quanto à 

capacidade de fixação de nitrogênio em simbiose com o siratro (Florentino, 

2009) e 2 controles negativos, com apenas a mínima quantidade de N mineral 

(5,25 mg L-1) e contendo 52,5  mg  L-1  de  N  mineral, ambas sem inoculação de 

bactéria, e em delineamento estatístico inteiramente casualizado (DIC), com três 

repetições.  

Após este período, foram avaliados os seguintes parâmetros: presença de 

nódulos nas raízes, matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz 

(MSR) e matéria seca total (MST), cujo resultado é obtido pela soma da MSPA 

e MSR. Os resultados dos experimentos foram submetidos à análise de 

variância, empregando-se o programa de análise estatística Sisvar, versão 5.3 

(Ferreira, 2008). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de 

Scott-Knott, a 5% de probabilidade e os gráficos foram obtidos pelo programa 

estatístico R.  

 

2.2.2 Mimosa bimucronata (De Candole) Otto Kuntze e Mimosa foliolosa 

Benth. subsp. pachycarpa ( Benth) 

 

Os experimentos de nodulação e eficiência simbiótica das estirpes em 

estudo, em duas espécies de leguminosas nativas, M. bimucronata e M. 

foliolosa, foram realizados, respectivamente, nos períodos de 22 de julho a 02 de 
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outubro de 2013 e 16 de setembro a 25 de novembro de 2013, quando as 

temperaturas médias variaram entre 12,9 °C a 26 °C e 16,3 °C a 27,1 °C. 

As plantas foram cultivadas em tubetes de polipropileno com 

capacidade volumétrica de 240 cm3, contendo uma mistura de areia e 

vermiculita na proporção 1:2 (a:v), adicionados de solução nutritiva de 

Hoagland  (Hoagland; Arnon,  1950), de  acordo  com  a  necessidade das 

plantas. 

Para o processo de germinação, as sementes de M.bimucronata 

passaram pelo processo de quebra de dormência por 10 minutos em ácido 

sulfúrico concentrado e, em seguida, lavadas sucessivamente, em água 

esterilizada (Ribas et al., 1996) e as sementes de M. foliolosa foram colocadas 

em ácido sulfúrico, durante 10 minutos e lavadas em água corrente, por 30 

minutos (Silveira; Fernandes, 2006). As sementes de ambas as espécies foram 

transferidas para placas de Petri, contendo papel filtro umidecido com água 

destilada  esterilizada, e incubadas por cinco dias, a 28 °C, antes de serem 

plantadas. 

  No momento do plantio, foi colocada uma semente germinada em cada 

tubete e, uma semana após o plantio, foi feita a inoculação com 2 mL de 

suspensões das estirpes de Burkholderia (Tabela 2). Para isso, elas foram 

cultivadas em meio “79” (Fred; Waksman, 1928), também conhecido como 

YMA (Vincent, 1970), semissólido, por três dias.   

O experimento foi conduzido por 70 dias, em delineamento estatístico 

inteiramente casualizado (DIC), com 8 repetições e com 18 tratamentos. Destes 

tratamentos, 15 foram referentes aos isolados em teste (Tabela 2), 1 controle 

positivo com a inoculação da BR 3460 (B. gladioli), estirpe de referência para a 

fixação biológica do nitrogênio em M. bimucronata (Faria et al., 1997) e UFLA 

01-750, estirpe selecionada por apresentar capacidade de nodulação e eficiência 

em M. foliolosa, em ensaios realizados no laboratório, além dos 2 controles 
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negativos, sem a inoculação de estirpe, cujas mudas foram regadas com a 

solução nutritiva de Hoagland (Hoagland; Arnon, 1950) a ¼ de força, com 

apenas a mínima quantidade de N mineral (5,25 mg L-1) e com 52,5  mg  L-1  de  

N  mineral, conforme descrito anteriormente.  

Após este período, foram avaliados os seguintes parâmetros: altura e 

diâmetro da planta, número de nódulos (NN), matéria seca da parte aérea 

(MSPA) e dos nódulos (MSN), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca total 

(MST), obtida pelo somatório da MSPA com a MSR e o índice de qualidade de 

Dickson, obtido pela fórmula: IQD = [matéria seca total/(RAD + RPAR)], em 

que RPAR é a relação da matéria seca da parte aérea com a matéria seca de 

raízes, e RAD é a relação da altura da parte aérea com o diâmetro do coleto 

(Dickson et al., 1960). Os resultados dos experimentos foram submetidos à 

análise de variância, empregando-se o programa de análise estatística Sisvar, 

versão 5.3 (Ferreira, 2008). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo 

teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade e as médias originais de NN e MSN 

sofreram transformações pela raiz quadrada – SQRT (y). Os gráficos foram 

obtidos pelo programa estatístico R. 

 

2.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA das estirpes bacterianas  

  

 O DNA das 35 estirpes bacterianas (Tabela 1) foi extraído pelo método 

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

cultivadas em três dias em meio de cultivo “79” (Fred & Wasksman, 1928).  

Para a amplificação parcial do gene 16S rRNA, foram utilizados os pares de 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) 27F (AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 

1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). Alíquotas de 5 µL do 

template dos DNA extraídos das estirpes foram utilizadas para 50 µL de reação 

de PCR. A concentração final dos reagentes por reação foi de 5 µL tampão 10X 
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para PCR, 5µL dNTP Mix (0,2 mM de cada), 5 µL (2,5 mM) de MgCl2, 1,0 µM 

de cada primer (27F e 1492R), 0,4 µL de Taq DNA Polimerase e água Mili-Q 

para completar a reação. A reação de amplificação foi realizada em 

termociclador Eppendorf Mastercycler®, nas seguintes condições: desnaturação 

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

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

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

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

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

para sequenciamento e purificação. As sequências obtidas foram comparadas ao 

banco de dados do NCBI. 

 Para a realização do alinhamento pelo programa Clustal W (Thompson 

et al., 1994), foram obtidas sequências similares no GenBank (NCBI). As 

sequências alinhadas foram utilizadas para análise filogenética pelo método 

Neighbour-Joining, usando Kimura-2 parâmetros (Kimura, 1980) pelo programa 

MEGA 6 (Tamura et al., 2013), aplicando um bootstrap com um mínimo de 

1.000 replicações.  
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3 RESULTADOS 

 

Nodulação e eficiência simbiótica das estirpes de Burkholderia em 

Macroptilium atropurpureum, Mimosa bimucronata e Mimosa foliolosa 

 

  Na análise de promoção de crescimento vegetal das mudas de M. 

atropurpureum, M. bimucronata e M. foliolosa, inoculadas com estirpes de 

Burkholderia, puderam-se verificar resultados significativos entre os diferentes 

parâmetros avaliados (Tabela 3). 

Apenas as estirpes UFLA 01-726, UFLA 04-248 e a estirpe de 

referência UFLA 04-212 foram capazes de nodular M. atropurpureum e não foi 

verificada a presença de nódulos nos tratamentos controle com nitrogênio 

mineral e com concentração mínima de nitrogênio mineral, indicando a ausência 

de contaminação no experimento (Figura 1).  
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Figura 1 Diferenças quanto às características de crescimento apresentadas pelas 
plantas de Macroptilium atropurpureum, nos diferentes tratamentos em 
resposta à eficiência na fixação biológica do nitrogênio (A.) (B.). Dois 
tratamentos sem inoculação: um contendo N mineral e o outro 
contendo pequena quantidade de N mineral, o tratamento com a estirpe 
de referência, UFLA 04-212, o tratamento com a estirpe UFLA 01-726 
(1A.) e UFLA 04-248 (1B.). Presença de nódulos nos tratamentos com 
a estirpe utilizada como referência e que apresentou eficiência 
simbiótica UFLA 04-212 (C.) e nos tramentos com as estirpes UFLA 
01-726 (D.) e UFLA 04-248 (E.)  que, apesar de conterem nódulos em 
suas raízes, não obtiveram eficiência simbiótica na fixação biológica 
do nitrogênio 

(...continua...) 
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As estirpes de Burkholderia em estudo, mesmo as estirpes UFLA 01-

726 e UFLA 04-248, que foram capazes de induzir à formação de nódulos nas 

raízes de M. atropurpureum, não apresentaram resultados significativos quanto à 

promoção de crescimento vegetal. Os resultados obtidos para a matéria seca da 

parte aérea, em comparação com o tratamento em que houve a inoculação da 

estirpe de referência UFLA 04-212 e o tratamento com nitrogênio mineral, não 

foram significativos. Os mesmos resultados foram obtidos para a matéria seca 

total. As estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-732, UFLA 01-739, UFLA 01-753, 

UFLA 01-756 e UFLA 04-405 apresentaram valores de matéria seca da raiz 

inferiores aos das demais estirpes e aos tratamentos controle (Figura 2). 
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Figura 2 Matéria seca da parte aérea, das raízes e total (g), com coeficiente de variância (cv), respectivamente, igual a 

45,27%, 23,30%, 31,34%, de Macroptilium atropurpureum, com os diferentes tratamentos: com inoculação 
(indicada na Tabela 1 a identificação das estirpes) e os dois tratamentos sem inoculação: um contendo N mineral 
e o outro contendo pequena quantidade de N mineral.*Colunas seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade 
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Em relação à espécie M. bimucronata, todas as estirpes de Burkholderia 

foram capazes de nodular e apenas nos tratamentos controle com nitrogênio 

mineral e com concentração mínima de nitrogênio mineral não houve a presença 

de nódulos. O número de nódulos foi significativamente maior para as estirpes 

UFLA 01-732, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, 

UFLA 01-753, UFLA 01-756, UFLA 04-248 e UFLA 04-405, quando 

comparadas com as demais estirpes avaliadas no estudo, apresentando valores 

estatísticamente similares aos da atual estirpe de referência na fixação biológica 

de nitrogênio para esta cultura (BR 3460) (Figura 3). 

As médias do número de nódulos encontradas nos sete melhores 

tratamentos variaram entre 138 a 163 nódulos, enquanto os tratamentos que 

apresentaram valores intermediários variaram entre 58 a 100 nódulos e os 

tratamentos com menores quantidades de nódulos variaram entre 31 a 39 

nódulos.  

Os valores de matéria seca de nódulos foram maiores nos tratamentos 

com as estirpes UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-748 e UFLA 04-405, 

em M. bimucronata, cujos valores foram similares ao da estirpe de referência 

para esta espécie vegetal (BR 3460) (Figura 3).  
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Figura 3 Número de nódulos (NN), matéria seca de nódulos (MSN), com coeficiente de variância (cv), respectivamente, 
igual a 46,41% e 67,50%, em Mimosa bimucronata, com os diferentes tratamentos: com inoculação (indicada na 
Tabela 1 a identificação da estirpe), sendo BR 3460 a estirpe recomendada e os dois tratamentos sem 
inoculação: um contendo N mineral e o outro contendo pequena quantidade de N mineral. *Colunas seguidas 
pela mesma letra não apresentam diferenças estatística, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade 
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  Quando avaliado o crescimento das plantas em altura, as estirpes UFLA 

01-731, UFLA 01-732, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-744, UFLA 01-

748, UFLA 01-751, UFLA 01-753, UFLA 01-756, UFLA 04-248, UFLA 04-

249, UFLA 04-260, UFLA 04-269, UFLA 04-405 e BR 3460 apresentaram 

resultados significativos em relação ao tratamento com nitrogênio. Para o 

crescimento em diâmetro do coleto, as estirpes UFLA 01-731, UFLA 01-732, 

UFLA 01-739, UFLA 01-744, UFLA 01-748, UFLA 01-753, UFLA 01-756, 

UFLA 04-248, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 04-405 apresentaram 

resultados similares ao da estirpe de referência BR-3460 e ao tratamento com 

nitrogênio (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

87 

 
Figura 4 Altura e diâmetro do coleto em Mimosa bimucronata, tendo coeficiente de variância (cv), respectivamente, igual 

a 26,52% e 16,64%, com os diferentes tratamentos: com inoculação (indicada na Tabela 1 a identificação das 
estirpes), sendo BR 3460 a estirpe recomendada e os dois tratamentos sem inoculação: um contendo N mineral 
(With N) e o outro contendo pequena quantidade de N mineral. *Colunas seguidas pela mesma letra não 
apresentam diferença estatística, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade 
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  Em relação à matéria seca da parte aérea, os tratamentos com as estirpes 

UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e 

UFLA 04-405 apresentaram valores significativos, os quais se equipararam ao 

tratamento com nitrogênio mineral e foram superiores ao tratamento com a 

estirpe de referência para eficiência na fixação biológica do nitrogênio (UFLA 

BR 3460) para M. bimucronata (Figura 5). Assim, estas estirpes apresentaram 

alta eficiência na fixação biológica do nitrogênio e atuaram na promoção do 

crescimento de M. bimucronata. Entretanto, não houve diferença significativa 

entre os tratamentos em relação à matéria seca total e à matéria seca das raízes 

(Figura 5). 
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Figura 5 Matéria seca da parte aérea, das raízes e total (g) de Mimosa bimucronata, tendo coeficiente de variância (cv), 
respectivamente, igual a 43,16%, 48,84% e 43,26%, com os diferentes tratamentos: com inoculação (indicada na 
Tabela 1 a identificação das estirpes) e os dois tratamentos sem inoculação: um contendo N mineral e o outro 
contendo pequena quantidade de N mineral.  *Colunas seguidas pela mesma letra não apresentam diferencias 
estatística, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade 
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Em relação ao Índice de Qualidade de Dickson (IQD), as estirpes UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-753, 

UFLA 04-248, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 04-405 apresentaram valores significativos e similares ao 

tratamento com nitrogênio (Figura 6).  

 

 
Figura 6 Índice de Qualidade de Dickson (IQD) em Mimosa bimucronata, tendo coeficiente de variância (cv) igual a 37, 

38%, com os diferentes tratamentos: com inoculação (indicada na Tabela 1 a identificação das estirpes), sendo 
BR 3460 a estirpe recomendada e os dois tratamentos sem inoculação: um contendo N mineral (With N) e o 
outro contendo pequena quantidade de N mineral. *Colunas seguidas pela mesma letra não apresentam diferença 
estatística, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade 
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Quanto à capacidade de nodulação das 15 estirpes avaliadas em M. 

foliolosa, 12 estirpes foram capazes de formar nódulos, UFLA 01-726, UFLA 

01-732, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 01-

753, UFLA 01-756, UFLA 04-248, UFLA 04-260 e UFLA 04-405, além da 

estirpe UFLA 01-750, utilizada como controle positivo. Apenas nos tratamentos 

nos quais houve a inoculação das estirpes UFLA 01-731, UFLA 01-744, UFLA 

04-249 e UFLA 04-269, além dos controles negativos, não foi verificada a 

presença de nódulos (Figura 7).   

Os tratamentos com as estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-733, UFLA 01-

748, UFLA 04-248 e a estirpe UFLA 01-750, utilizada como referência por 

induzir a formação de nódulos em M. foliolosa em pré-ensaios (dados não 

publicados), apresentaram maior quantidade de nódulos que os tratamentos com 

as estirpes UFLA 01-732, UFLA 01-739 e UFLA 01-405, e as estirpes UFLA 

01-744, UFLA 01-751, UFLA 01-753, UFLA 01-756 e UFLA 04-260 obtiveram 

menores quantidades de nódulos (Figura 7). 

As médias do número de nódulos encontradas nos quatro melhores 

tratamentos variaram entre 25 a 31, enquanto os tratamentos que apresentaram 

valores intermediários variaram entre 16 a 21 nódulos e os tratamentos com 

menor quantidade de nódulos variaram entre 1 a 5.  

Dentre as estirpes nodulíferas, UFLA 01-726, UFLA 01-748, UFLA 04-

248 e UFLA 01-750 apresentaram valores significativamente maiores em 

relação à matéria seca de nódulos, seguidas das estirpes UFLA 01-732, UFLA 

01-733, UFLA 01-739 e UFLA 04-405 (Figura 7).          
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Figura 7 Número de nódulos (NN), matéria seca de nódulos (MSN) em Mimosa foliolosa, tendo coeficientes de variância 
(cv), respectivamente, iguaia a 62,36% e 71,64%, com os diferentes tratamentos: com inoculação (indicada na 
tabela 1 a identificação das estirpes), UFLA 01-750, estirpe utilizada como referência por induzir a formação de 
nódulos em M. foliolosa em pré-ensaios (dados não publicados), os dois tratamentos sem inoculação: um 
contendo N mineral (With N) e o outro contendo pequena quantidade de N mineral. *Colunas seguidas pela 
mesma letra não apresentam diferença estatística, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade  
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Em relação ao crescimento em altura das plantas e ao diâmetro do 

coletodo, os tratamentos inoculados com as estirpes em estudo apresentaram 

valores significativamente menores, em comparação ao tratamento com 

nitrogênio (Figura 8).  As estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-731, UFLA 01-739, 

UFLA 01-744, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 01-756, UFLA 04-248, 

UFLA 04-405 e UFLA 01-750 obtiveram resultados similares ao do tratamento 

controle, sem inoculante, com a mínima concentração de nitrogênio mineral e as 

demais estirpes apresentaram valores inferiores ao mesmo, em relação ao 

crescimento em altura, assim como as estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-739, 

UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 01-756, UFLA 04-260 e UFLA 01-750, 

para o crescimento em diâmetro do coletodo (Figura 8). 
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Figura 8 Altura e diâmetro do coletodo em Mimosa foliolosa, tendo coeficientes de variância (cv) respectivamente iguais 
a 21,27% e 27,44%, com os diferentes tratamentos: com inoculação (indicada na Tabela 1 a identificação das 
estirpes), UFLA 01-750, estirpe utilizada como referência por induzir a formação de nódulos em M. foliolosa em 
pré-ensaios (dados não publicados), os dois tratamentos sem inoculação: um contendo N mineral e o outro 
contendo pequena quantidade de N mineral. *Colunas seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças 
estatística, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade 
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Para matéria seca total, todos os tratamentos apresentaram valores 

significativamente menores ao tratamento controle, sem inoculante, com 

nitrogênio mineral. As estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-739, UFLA 01-748, 

UFLA 01-751, UFLA 01-756, UFLA 04-248, UFLA 04-260, UFLA 04-405 e 

UFLA 01-750 obtiveram resultados similares ao do tratamento controle, sem 

inoculante, com a mínima concentração de nitrogênio mineral e os demais 

tratamentos apresentaram valores inferiores aos mesmos (Figura 9). 

Para a produção de matéria seca das raízes, as estirpes UFLA 01-726, 

UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248 e UFLA 01-750 apresentaram 

valores significativos e similares ao do tratamento controle com nitrogênio 

mineral (Figura 9).  

Em relação à matéria seca da parte aérea, todos os tratamentos não 

apresentaram resultados significativos, obtendo valores inferiores ao do 

tratamento controle com nitrogênio mineral, tendo as estirpes UFLA 01-726, 

UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 01-756, UFLA 04-248, 

UFLA 04-405 e UFLA 01-750 apresentado resultados similares ao do 

tratamento controle, sem inoculante, com a mínima concentração de nitrogênio 

mineral (Figura 9). 
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Figura 9 Matéria seca da parte aérea, das raízes e total (g) de Mimosa foliolosa, 
tendo coeficientes de variância (cv), respectivamente, iguais a 35,03%, 
46,57% e 33,97%, com os diferentes tratamentos: com inoculação 
(indicada na  Tabela  1 a identificação  das  estirpes),  UFLA  01-750,  
estirpe  utilizada  como referência  por  induzir  a  formação  de  
nódulos  em  M.  foliolosa  em  pré-ensaios (dados não publicados), os 
dois tratamentos sem inoculação: um contendo N mineral e o outro 
contendo pequena quantidade de N  mineral. *Colunas seguidas pela 
mesma letra não apresentam diferenças estatísticas, pelo teste de Scott 
Knott, a 5% de probabilidade 
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Em relação ao Índice de Qualidade de Dickson (IQD), todos os 

tratamentos apresentaram valores significativamente menores ao do 

tratamento controle, sem inoculante, com nitrogênio mineral. Entretanto, os 

tratamentos em que houve a inoculação das estirpes UFLA 01-726, UFLA 

01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 04-260 e UFLA 01-750 

apresentaram valores estatisticamente superiores aos dos tratamentos das 

demais estirpes e ao do tratamento controle com concentração mínima de 

nitrogênio mineral (Figura 10). 
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Figura 10 Índice de qualidade de Dickson, em Mimosa foliolosa, tendo coeficiente de variância (cv) igual a 42,56%, com 
os diferentes tratamentos: com inoculação (indicada na Tabela a identificação das estirpes), UFLA 01-750, 
estirpe utilizada como referência por induzir a formação de nódulos em M. foliolosa em pré-ensaios (dados não 
publicados), os dois tratamentos sem inoculação: um contendo N mineral (With N) e o outro contendo pequena 
quantidade de N mineral. *Colunas seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças estatísticas, pelo teste 
de Scott Knott, a 5% de probabilidade 
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De acordo com os dados apresentados, as estirpes UFLA 01-731, UFLA 

01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 04-405 foram 

eficientes na fixação biológica do nitrogênio, promovendo o crescimento vegetal 

de M. bimucronata. Para a espécie M. foliolosa, as estirpes UFLA 01-726, 

UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-260, UFLA 01-751 e 

UFLA 01-750 obtiveram os melhores resultados quanto à promoção de 

crescimento vegetal. Destas estirpes apresentadas, UFLA 01-748, UFLA 01-739 

e UFLA 04-260 foram as que atuaram na promoção do crescimento vegetal de 

ambas as espécies florestais, M. bimucronata e M. foliolosa. 

 

Identificação das estirpes 

 As sequências obtidas variaram de 1.272 a 467 pares de bases, as quais 

foram submetidas ao banco de dados GenBank (National Center for 

Biotechnology Information, 2014), para comparação dos dados com as estirpes 

tipo das espécies depositadas no mesmo.  

 As estirpes foram identificadas, com 98% a 100% de similaridade, como 

pertecentes aos gêneros de Burkholderia, Lysinibacillus, Brevibacillus, 

Paenibacillus, Bacillus e Stenotrophomonas, nos diferentes grupos culturais 

(Tabela 3 e Figura 11). 

 Das 35 estirpes sequenciadas, 13 (37,1%) foram identificadas como 

pertecentes ao gênero Bacillus e 13 (37,1%) como Burkholderia, sendo estes 

gêneros os mais encontrados, seguidos dos gêneros Brevibacillus, com quatro 

estirpes (11,4%); Paenibacillus, com três estirpes (8,6%) e, por fim, os gêneros 

Lysinibacillus e Stenotrophomonas, com apenas uma estirpe (2,9%) cada 

(Tabela 3 e Figura 11). 
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Tabela 3 Identificação das estirpes dos diferentes grupos culturais, baseada nas sequências mais similares encontradas no 
Genbank (NCBI) 

Sequências mais similares encontradas no Genbank Grupo 
cultural 

Estirpe 
Número de 

pares de 
base Espécies Similaridade % Número de acesso 

Grupo 1      

 UFLA 01-731 1272 
Burkholderia nodosa 
(de Carvalho, 2010) 

99 AY773192 

Grupo 2      

 UFLA 01-726 519 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 FN543721 

 UFLA 01-783 1071 Brevibacillus sp.  99 FJ719331 
Grupo 3      

 UFLA 04-260 800 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 FN543722 

 UFLA 01-802 948 Burkholderia nodosa  99 AY533861 
 UFLA 01-800 1184 Bacillus subtilis  99 EF423592 
 UFLA 01-794 1118 Burkholderia sp.  99 AY533861 
 UFLA 01-797 1004 Bacillus subtilis 99 CP006881 

Grupo 4      

 UFLA 01-753 1246 
Burkholderia nodosa 
(de Carvalho, 2010) 

99 AY773192 
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Tabela 3, continuação 
Sequências mais similares encontradas no Genbank Grupo 

cultural 
Estirpe 

Número de 
pares de 

base Espécies 
Similaridade 

% 
Número de acesso 

Grupo 5      

 UFLA 01-750 773 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho) 
99 FN543721 

Grupo 6      
 UFLA 01-788 1080 Bacillus  sp. 99 HM566884 

Grupo 7      
 UFLA 01-787 467 Bacillus subtilis 100 KJ162241 

 UFLA 04-405 778 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
97 AB 366316 

 UFLA 01-758 946 Brevibacillus  sp. 99 FJ719350 
 UFLA 01-799 1094 Bacillus subtilis  99 JQ308588 
 UFLA 01-759 1073 Stenotrophomonas sp.  99 KF261559 

 UFLA 01-748 725 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
100 FN543681 

Grupo 8      
 UFLA 01-725 1113 Burkholderia sp.  99 FN543721 
 UFLA 01-784 908 Bacillus subtilis  100 CP006881 

Grupo 9      

 UFLA 01-744 866 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
100 FN543748 
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Tabela 3, continuação 
Sequências mais similares encontradas no Genbank Grupo 

cultural 
Estirpe 

Número de 
pares de 

base Espécies 
Similaridade 

% 
Número de acesso 

Grupo 10      

 UFLA 04-249 1137 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 FN543720 

 UFLA 04-444 1063 Paenibacillus  sp. 99 JX566546 
 UFLA 04-246 1097 Bacillus megaterium 99 HF584899 

Grupo 11      
 UFLA 01-690 949 Lysinibacillus sphaericus  99 JQ744621 

Grupo 12      

 UFLA 01-733 678 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 FN543723 

Grupo 13      
 UFLA 01-792 977 Bacillus subtilis  99 CP006881 

Grupo 14      
 UFLA 01-728 946 Burkholderia sp. 99 FN543721 

Grupo 15      
 UFLA 04-442 1069 Burkholderia nodosa  99 AY773192 
 UFLA 01-798 999 Paenibacillus  sp. 99 GU328690 

Grupo 16      
 UFLA 01-795 1155 Burkholderia sp.  99 CP006881 
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Tabela 3, continuação 
Sequências mais similares encontradas no Genbank Grupo 

cultural 
Estirpe 

Número de 
pares de 

base Espécies Similaridade % Número de acesso 

Grupo 17      
 UFLA 01-692 1071 Burkholderia sp. 99 FN543721 

 UFLA 01-739 883 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 FN543691 

Grupo 18      

 UFLA 01-732 619 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 FN543777 

Grupo 19      

 UFLA 04-248 710 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 FN54379 

Grupo 20      
 UFLA 01-801 869 Brevibacillus nitrificans 99 AB507254 

Grupo 21      

 UFLA 01-756 901 
Burkholderia nodosa 
(de Carvalho, 2010)  

99 AY773192 

 UFLA 04-268 1076 Burkholderia sp. 99 HF674684 
Grupo 22      

 UFLA 04-274 860 Burkholderia sp.  99 CP006881 
Grupo 23      

 UFLA 01-786 1073 Burkholderia nodosa  99 AM284971 
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Tabela 3, conclusão 
 

Sequências mais similares encontradas no Genbank Grupo 
cultural 

Estirpe 
Número de 

pares de 
base 

Espécies Similaridade % Número de acesso 

Grupo 24      
 UFLA 01-757 951 Burkholderia nodosa  99 AM284971 

Grupo 25      

 UFLA 01-751 879 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 FN543677 

Grupo 26      
 UFLA 01-785 1058 Burkholderia nodosa  98 AM284971 
 UFLA 01-789 1048 Bacillus  sp. 100 HM566884 
 UFLA 01-791 1220 Bacillus  sp. 97 GQ340502 
 UFLA 01-781 982 Burkholderia sp. 99 FN543721 

Grupo 27      
 UFLA 01-790 913 Bacillus subtilis  100 CP006881 

Grupo 28      
 UFLA 01-780 1106 Bacillus subtilis  99 CP006881 

Grupo 29      
 UFLA 01-793 1085 Bacillus subtilis  99 CP006881 

Grupo 30      
 UFLA 04-445 1106 Paenibacillus  sp. 99 JX566546 

Grupo 31      

 UFLA 04-269 839 
Burkholderia sp. 

(de Carvalho, 2010) 
99 EU219864 
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 O alinhamento do nucleotídeo foi construído pelo Clustal W (Thompson 

et al., 1994), utilizando-se o método Neighbour-Joining com o Kimura-2 

parâmetros (Kimura, 1980) pelo programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013), e as 

análises de bootstrap foram  realizadas com um mínimo de 1.000 replicações.  

 De acordo a análise da sequência do gene 16S rRNA, pode-se verificar a 

formação de dois clusters, em que, no primeiro, 13 estirpes foram determinadas 

como pertecentes ao gênero de Burkholderia, com alta similaridade com as 

estirpes Burkholderia sp. FN543720, B. nodosa AY773192, Burkholderia sp. 

FN543721, B. rhynchosiae EU219864 e as estirpes testadas no presente estudo 

quanto à eficiência simbiótica na fixação biológica do nitrogênio e identificadas 

como Burkholdeia sp. por de Carvalho (2010), embora a estirpe UFLA 01-759 

tenha apresentado alta similaridade com a bactéria Stenotrophomonas sp. 

KF216559. As demais estirpes que compuseram o segundo cluster apresentaram 

alta similaridade com as bactérias Paenibacillus sp. JX566548, Brevibacillus sp. 

FJ719331, Brevibacillus nitrificans AB507254, Lysinibacillus sphaericus 

JQ744621, Bacillus megaterium HF584899 e Bacillus subtillus EF423592 

(Figura 11). 

 As 13 estirpes que apresentaram alta similaridade com espécies de 

Burkholderia corresponderam aos resultados obtidos por de Carvalho (2010), a 

qual realizou a separação dos grupos bacterianos pela caracterização cultural. 

Entretanto, as demais estirpes foram identificadas como pertecentes aos gêneros 

Paenibacillus, Brevibacillus, Lysinibacillus e Bacillus, o que demonstra que a 

caracterização cultural pode subestimar a diversidade genética bacteriana. 

Dentre as 13 estirpes identificadas como Burkholderia, as estirpes 

UFLA 01-795, UFLA 01-802, UFLA 04-274, UFLA01-794, UFLA01-757 e 

UFLA 04-442 apresentaram 100% de similaridade com as estirpes de 

Burkholderia, UFLA 04-260, UFLA 01-751, UFLA 01-748, UFLA 01-739 e 

UFLA 01-731 e UFLA 01-756, identificadas por de Carvalho (2010), e 
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Burkholderia sp. FN543720, sequência depositada no GenBank. Como já 

relatado, as estirpes UFLA 01-744 e UFLA 01-731 apresentaram capacidade de 

nodulação em M. Bimucronata, bem como as estirpes UFLA 04-260, UFLA 01-

751, UFLA 01-748, UFLA 1-739 e UFLA 01-756 foram nodulíferas em M. 

bimucronata e M. foliolosa (Figura 11). 

A estirpe UFLA 01-732, nodulífera em M. bimucronata e M. foliolosa, 

apresentou 100% de similaridade com a sequência depositada no GenBank 

referente à B. nodosa AY773192, e as estirpes UFLA 01-785 e UFLA 01-786 

apresentaram alta similaridade com as estirpes UFLA 01-733 e UFLA 01-753, 

nodulíferas em M. bimucronata e M. foliolosa, e a estirpe UFLA 04-248 que, 

além de nodular as espécies leguminosas arbóreas em estudo, nodulou o siratro 

(Figura 11). 

As estirpes UFLA 01-725, UFLA 01-692, UFLA 01-728 e UFLA 01-

781 apresentaram alta similaridade com as estirpes UFLA 01-750, nodulífera em 

M. bimucronata; UFLA 01-726, nodulífera em M. bimucronata, M. foliolosa e 

siratro, bem como com a estirpe UFLA 04-405, nodulífera em M. bimucronata e 

M. foliolosa e a Burkholderia sp. FN543721, sequência depositada no GenBank 

(Figura 11).  
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Figura 11 Relação filogenética baseada nas sequências do gene 16S rRNA de 
estirpes isolodas de nódulos de Macroptilium atropurpureum (siratro) 
e Mimosa tenuiflora (de Carvalho, 2010) e testada a eficiência 
simbiótica em M. bimucronata, M. foliolosa e siratro. A análise 
filogenética foi realizada utilizando-se o método Neighbour-Joining, 
pelo programa MEGA 6, aplicando-se bootstrap com um mínimo de 
1.000 replicações 
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4 DISCUSSÃO 

 

Nodulação e eficiência simbiótica das estirpes de Burkholderia em 

Macroptilium atropurpureum 

  

 Das 15 estirpes pertencentes ao gênero de Burkholderia em estudo, 

apenas UFLA 01-726 e UFLA 04-248 foram capazes de nodular Macroptilium 

atropurpureum, entretanto, não foram eficazes, pois as plantas foram 

relativamente pequenas, com folhas amareladas, indicativos de deficiência de 

nitrogênio (Figura 1).  

 A capacidade de espécies de Burkholderia em estabelecer simbiose com 

Macroptilium atropurpureum foi constatada, pela primeira vez, por Moulin et al. 

(2001), que obtiveram os mesmos resultados para eficiência simbiótica na 

fixação biológica de nitrogênio. Barret; Parket (2005), ao testarem a nodulação 

de 51 estirpes isoladas de leguminosas Mimosoideae, sendo 44 pertencentes ao 

gênero Burkholderia, relataram que todos os genótipos formaram nódulos em M. 

atropurpureum ou Mimosa pigra, mas não foram eficazes na fixação biológica 

de nitrogênio em M. atropurpureum, obtendo resultados semelhantes ao deste 

estudo. 

 Entretanto, Elliot et al. (2007) constataram que a estirpe B. tuberum 

STM678 tipo selvagem, as estirpes B. tuberum STM678 gfp e B. tuberum 

STM678 (psD32) (estirpes geneticamente modificadas), e a estirpe B. tuberum 

DUS833 conseguiram nodular e ser eficientes a M. atropurpureum, porém, a 

atividade da nitrogenase de M. atropurpureum pelas estirpes de B. tuberum foi 

altamente variável, o que comprova certa instabilidade da relação simbiótica 

entre o gênero Burkholderia e a espécie vegetal M. atropurpureum. 

 A espécie M. atropurpureum é considerada uma hospedeira promíscua, 

por ser capaz de estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de nitrogênio que 
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nodulam leguminosas, tanto as pertecentes à subclasse da α-proteobactéria, 

como da β-proteobactéria. Como é verificado na literatura, a capacidade de 

bactérias pertecentes aos gêneros Rhizobium e Sinorhizobium (Bromfield; 

Barran, 1990; Trinick; Miller; Hadobas, 1991), Mesorhizobium e 

Bradyrhizobium (Jordan, 1984), Azorhizobium (Florentino et al., 2009; 

Gonçalves; Moreira, 2004; Moreira et al., 2006),  Burkholderia (Elliot et al., 

2007; Angus et al., 2013) e Cupriavidus (Florentino et al., 2009; Silva et al., 

2012) de nodular e apresentar eficiência simbiótica quando associadas a M. 

atropurpureum. 

 Lima et al. (2009) constataram que o siratro é uma planta eficiente para 

capturar diversas espécies de bactérias fixadoras de nitrogênio que nodulam 

leguminosas, em diferentes sistemas de uso da terra na região amazônica e que, 

em condições controladas de casa de vegetação, as estirpes apresentaram 

diferentes níveis de eficiência, podendo ser utilizadas para melhorar a fixação 

biológica de nitrogênio em agrossistemas gerenciados.  

 

Nodulação e eficiência simbiótica das estirpes de Burkholderia em Mimosa 

bimucronata e Mimosa foliolosa 

   

  As estirpes de Burkholderia em estudo apresentaram maior capacidade 

de estabelecer simbiose com plantas pertecentes ao gênero Mimosa, uma vez que 

todas as estirpes em estudo foram capazes de nodular a espécie M. bimucronata 

e as estirpes UFLA 01-726, UFLA 04-260, UFLA 01-753, UFLA 04-405, 

UFLA 01-748, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-732, UFLA 04-248, 

UFLA 01-751 e UFLA 01-756 nodularam M.  foliolosa. O contrário ocorreu 

com os resultados obtidos em M. atropurpureum, em que todas as estirpes 

testadas foram ineficientes na fixação biológica do nitrogêncio e na promoção 

do crescimento vegetal e apenas as estirpes UFLA 01-726 e UFLA 04-248 
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apresentaram a capacidade de induzir a formação de nódulos nas raízes da 

mesma. 

  No presente estudo foi verificada eficiência simbiótica na fixação 

biológica de nitrogênio das estirpes de Burkholderia nodulíferas, UFLA 01-731, 

UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-249, UFLA 04-260 e UFLA 04-405 em 

M. bimucronata, por apresentarem resultados estatisticamente significativos em 

relação à matéria seca da parte aérea e nos demais parâmetros avaliados.  

  Dentre as estirpes que apresentaram resultados representativos quanto ao 

diâmetro do coletodo, UFLA 01-731, UFLA 01-753 e UFLA 01-756 foram 

identificadas, por de Carvalho (2010), como Burkholderia nodosa, com 99% de 

similaridade, quando comparadas com as sequências encontradas no Genbank. 

Tal espécie bacteriana foi descrita, por Chen et al. (2007), como uma nova 

espécie bacteriana capaz de nodular e fixar nitrogênio em Mimosa scabrella e 

M. bimucronata. 

  As estirpes de Burkholderia testadas não apresentaram resultados 

significativos na produção de matéria seca da parte aérea das mudas de M. 

foliolosa. Entretanto, foi constatada a presença de nódulos ativos em suas raízes 

e o mesmo foi verificado nos nódulos formados nas raízes de M. bimucronata 

(Figura 12: dado demonstrado com a espécie de M. foliolosa), o que comprova a 

presença da leg-hemoglobina nos nódulos e demonstra sua atividade na fixação 

biológica de nitrogênio.  
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Figura 12 Presença de nódulos com o interior vermelho, após 70 dias da 
inoculação das estirpes de Burkholderia nas raízes de Mimosa 
foliolosa 

   

  O presente estudo corrobora as pesquisas desenvolvidas até o momento, 

na comprovação da hipótese da existência da especificidade de estirpes de 

Burkholderia com o gênero Mimosa, como as realizadas por Vandamme et al. 

(2002), Chen et al. (2006), Chen et al. (2007), Barret; Parker, (2005), Chen et al. 

(2008), Bontemps et al. (2010), Reis et al. (2010), Mishra et al. (2011) e de 

Oliveira-Cunha et al. (2012), nos quais novas espécies de Burkholderia sp. 

foram descritas, tais como B. caribenis (Vandamme et al., 2002), B. mimosarum 

(Chen et al., 2006), B. nodosa (Chen et al., 2007), B. sabiae (Chen et al., 2008) e 

B. phenoliruptrix (de Oliveira-Cunha et al., 2012). 

 No entanto, Elliot et al. (2007) verificaram que, ao contrário das outras 

espécies de Burkholderia até agora descritas por Vandamme et al. (2002), Chen 

et al. (2006; 2007; 2008), Barret; Parker, (2005), Mishra et al. (2011) e de 

Oliveira-Cunha et al. (2012), a estirpe Burkholderia tuberum STM678 não 

conseguiu nodular três espécies da família mimosoideae (Mimosa pigra, M. 

diplotricha e M. pudica), provavelmente por apresentar sequências de genes de 

nodulação diferentes das espécies de  Burkholderia descritas e que estabelecem 
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simbiose com Mimosa spp. Como afirmaram por Gyaneshwar et al. (2011), os 

genes de nodulação e fixação biológica de nitrogênio, respectivamente, nodA e 

nifH, de B. tuberum STM678T, são relativamente distantes, em comparação com 

os genes provenientes da estirpe Burkholderia phymatum STM815T. 

  Dentre as especificações de estirpes nodulíferas em espécies de 

leguminosas arbóreas, a estirpe BR 3460 e a BR 3461 são conhecidas por 

demonstrarem capacidade de nodulação, atividade de nitrogenase, presença de 

genes essenciais e responsáveis pela nodulação e eficiência na fixação biológica 

do nitrogênio em M. bimucronata (Faria et al., 1997; Chen et al., 2005; Chen et 

al., 2007). 

  No experimento com M. bimucronata, os tratamentos com as estirpes 

UFLA 01-732, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, 

UFLA 01-753, UFLA 01-756, UFLA 04-248, UFLA 04-249 e BR-3460 se 

destacaram de forma significativa em relação a número de nódulos, matéria seca 

de nódulos, matéria seca da parte aérea, altura e diâmetro do coletodo, o que 

demonstra a correlação dos dados de forma positiva. Este mesmo tipo de 

correlação entre os dados foi observado em estudos realizados por Lima et al. 

(2005), ao analisarem eficiência simbiótica de estirpes de Bradyrhizobium de 

solos da Amazônia.  

  Em relação à quantidade de nódulos e matéria seca de nódulos, no 

ensaio experimental com Mimosa bimucronata, as estirpes UFLA 01-731, 

UFLA 01-744, UFLA 04-260 e UFLA 04-269 induziram a formação de menor 

quantidade de nódulos nas raízes das mudas, entretanto, apresentaram matéria 

seca de nódulos equivalentes à dos demais tratamentos.  

  Neste estudo, a Mimosa foliolosa estabeleceu simbiose com 12 estirpes 

de Burkholderia, sendo estas capazes de nodular, e os tratamentos com as 

estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-748, UFLA 04-248 e UFLA 01-750, que 

apresentaram valores significativos quanto à produção de nódulos e à matéria 
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seca de nódulos, o que demonstra correlação positiva entre os parâmetros 

avaliados. Como retratado por Soares et al. (2006), a  relação peso e tamanho 

dos nódulos são atributos determinados pela população bacteriana e a eficiência 

da mesma durante o processo de simbiose. 

  Diversas pesquisas retratam a produção de matéria seca total, matéria 

seca de parte aérea e raízes como boas variáveis para a avaliação da qualidade de 

mudas de espécies florestais (Bernardino et al., 2005; Sousa et al., 2013). Assim, 

a relação altura/diâmetro do colo constitui um dos parâmetros utilizados para 

avaliar a qualidade de mudas florestais, por mensurar o acúmulo de reservas e 

assegurar maior resistência e melhor fixação da planta no solo (Sturion; 

Antunes, 2000).  

  Segundo Moreira; Moreira (1996), mudas que apresentam diâmetro do 

colo pequeno e alturas elevadas são consideradas de qualidade inferior à das 

mudas menores e com maior diâmetro do colo, sendo a relação altura/diâmetro 

do colo uma variável que pode determinar a capacidade de sobrevivência de 

mudas no campo. Entretanto, neste estudo foi observado que as mudas nas quais 

houve a inoculação das estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-739 e UFLA 01-748 

obtiveram resultados significativos em relação aos tratamentos inoculados com 

as demais estirpes avaliadas, quanto à altura, ao diâmetro, à matéria seca total e 

à matéria seca da raiz em M. foliolosa.  

Para o índice de qualidade de Dickson, os tratamentos UFLA 01-726, 

UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 01-751, UFLA 04-260 e UFLA 01-750  

apresentaram resultados significativos em relação aos tratamentos com as 

demais estirpes testadas e ao tratamento com concentração mínima de N 

mineral, e inferior ao tratamento com N mineral.   

A M. foliolosa é uma espécie endêmica de campo rupestre da Serra do 

Cipó, em Minas Gerais (Barneby, 1985; Giulietti et al., 1997), e adaptada a 

ambientes hostis, com baixa fertilidade do solo e escassez de água (Whelan, 
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1995, Ribeiro; Fernandes, 2000, Negreiros et al., 2011), o que justifica os 

valores obtidos no tratamento com pequena quantidade de N mineral nos 

parâmetros avaliados, tais como altura, diâmetro do coletodo, matéria seca total 

e da parte aérea. Por sua vez, esta espécie vegetal é pioneira em estudos de 

nodulação e eficiência simbiótica de bactérias fixadoras de nitrogênio e 

nodulíferas em leguminosas. 

  De forma geral, as estirpes de Burkholderia em estudo apresentaram 

capacidade de estebelecer simbiose com as espécies de M. bimucronata e M. 

foliolosa, atuando na promoção do crescimento vegetal, apresentando potencial 

para aplicação biotecnológica, de maneira a serem utilizadas como inoculantes 

em mudas de leguminosas florestais, pertecentes ao gênero Mimosa.  

 

Identificação das estirpes 

 

  As estirpes foram identificadas, de 98% a 100%, como pertecentes aos 

gêneros Burkholderia, Lysinibacillus, Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus e 

Stenotrophomonas, por meio da comparação das sequências obtidas com as 

depositadas no GenBank. 

  As estirpes UFLA 01-802, UFLA 01-794, UFLA 01-725, UFLA 01-728, 

UFLA 04-442, UFLA 01-795, UFLA 01-692, UFLA 04-268, UFLA 04-274, 

UFLA 01-786, UFLA 01-757, UFLA 01-785 e UFLA 01-781 foram 

identificadas  como pertecentes ao gênero Bukholderia. Dentre estas, as estirpes 

UFLA 01-802, UFLA 04-442, UFLA 01-786, UFLA 01-757 e UFLA 01-785 

foram  identificadas  como Burkholderia  nodosa, respectivamente, com 99% e 

98% de similaridade, quando comparadas com as sequências encontradas no 

GenBank.  

  As estirpes identificadas, no presente estudo, como Burkholderia sp. 

apresentaram alta similaridade com as estirpes de Burkholderia identificadas por 
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de Carvalho (2010) e testadas quanto à capacidade de nodulação e à eficiência 

simbiótica em M. bimucronata, M. foliolosa e M. atroporpureum (Figura 11). 

Estas, por sua vez, podem apresentar alto potencial biotecnológico, relacionado 

à fixação biológica de nitrogênio e à promoção do crescimento vegetal de 

leguminosas, conforme relatado por Chen et al. (2007), ao descreverem, pela 

primeira vez, uma nova espécie baceriana, chamada de  B. nodosa, capaz de 

nodular e fixar nitrogênio em Mimosa scabrella e M. bimucronata. 

  Tais resultados estão correlacionados com as estirpes previamente 

identificadas como Burkholderia spp. (UFLA 01-731, UFLA 01-726, UFLA 04-

260, UFLA 01-753, UFLA 01-750, UFLA 04-405, UFLA 01-748, UFLA 01-

744, UFLA 04-249, UFLA 01-733, UFLA 01-739, UFLA 01-732, UFLA 01-

756, UFLA 04-248, UFLA 01-751, UFLA 04-269) e utilizadas como 

representantes dos diferentes grupos culturais corroboram o agrupamento das 

bactérias em estudos realizados por de Carvalho (2010). Carvalho (2010) 

utilizou no seu estudo, o tempo de crescimento, a mudança de pH do meio de 

cultivo, as características morfológicas da colônia, a produção de  muco e a 

absorção de indicador do meio de cultivo como parâmetros para o agrupamento 

das estirpes. Entretanto, as estirpes UFLA 01-783, UFLA 01-800, UFLA 01-

797, UFLA 04-443, UFLA 01-788, UFLA 01-787, UFLA 01-758, UFLA 01-

799, UFLA 01-759, UFLA 01-784, UFLA 04-444, UFLA 04-246, UFLA 01-

690,  UFLA 01-792, UFLA 01-798, UFLA 01-801, UFLA 01-789, UFLA 01-

791, UFLA 01-790, UFLA 01-780, UFLA 01-793 e UFLA 04-445 foram  

identificadas como pertecentes aos gêneros Brevibacillus, Bacillus, 

Stenotrophomana, Paenibacillus e Lysibacillus, mesmo contendo características 

culturais semelhantes à das estirpes de Burkholderia, tais como tempo de 

crescimento rápido, acidificação e alcalinização do meio de cultivo e absorção 

do indicador de pH. Dessa forma, pode-se verificar que as características 
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culturais utilizadas por de Carvalho (2010) como parâmetros para a realização 

do agrupamento subestimaram a diversidade genética das estirpes em estudo.  

  Na literatura é constatada a junção de diferentes técnicas moleculares e 

tradicionais para a caracterização e a identificação de diferentes gêneros de 

bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas em leguminosas, tais como os 

gêneros Rhizobium (Frank, 1889), Bradyrhizobium (Jordan, 1984), 

Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988), Sinorhizobium (Chen et al., 1988), 

Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997), Allorhizobium (Lajudie et al., 1998), 

Burkholderia (Moulin et al., 2001), Methylobacterium (Sy et al., 2001), Devosia 

(Rivas et al., 2002), Cupriavidus (Chen et al., 2001), Ochrobactrum (Trujillo et 

al., 2005), Blastobacter (Berkum; Eardly, 2002) e Phyllobacterium (Valverde et 

al., 2005). 

   Segundo Moreira et al. (2006), os gêneros de rizóbios podem ser 

diferenciados pelas características culturais e morfológicas em meio de cultivo 

79, como verificaram Guimarães et al. (2012), segundo os quais estirpes de 

crescimento lento alcalinizantes foram predominantemente identificadas como 

Bradyrhizobium spp., com 100% de similaridade, ao serem submetidas ao 

sequeciamento do 16S rRNA e comparadas com as estirpes tipo das espécies 

depositadas no banco de dados GenBank.  

  Entretanto, em diversos trabalhos tem sido relatado o isolamento de 

bactérias não simbióticas, tais como Agrobacterium, Pseudomonas, 

Enterobacter, Pantoea, Bacillus e Paenibacillus, em nódulos desinfestados (Kan 

et al., 2007; Li et al., 2008; Shiraishi et al., 2010; Jaramillo, 2010; Marra et al., 

2012), e com características culturais e morfológicas semelhantes à dos gêneros 

de rizóbios de crescimento rápido, como é retratado no presente estudo. 

  O mesmo foi constatado por Costa et al. (2013), ao identificarem 

estirpes nodulíferas de feijão-caupi como pertencentes aos gêneros 

Bradyrhizobium, Rhizobium, Bacillus e Paenibacillus, tendo as estirpes dos 
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gêneros Bacillus e Paenibacillus atuado na promoção do crescimento vegetal da 

cultura em estudo por outros mecanismos não relacionados à fixação biológica 

de nitrogênio, tais como produção de auxina e solubilização de fosfato. 

 As principais limitações para o isolamento do endófito se devem à 

anatomia dos nódulos, que se originam do periciclo, o que dificulta a remoção 

de contaminantes endofíticos, uma vez que o tecido vascular é interno aos 

tecidos colonizados e permite o crescimento rápido de contaminantes em meios 

de cultivos considerados não seletivos (Moreira et al., 2006). Tais bactérias são 

denominadas oportunistas e, possivelmente, penetram no tecido vegetal, 

juntamente com as nodulíferas, durante a infecção e a formação de nódulos (Kan 

et al., 2007). 

  Dessa forma, pode-se verificar, neste estudo, que estas bactérias 

oportunistas apresentam características culturais e fenotípicas semelhantes às da 

Burkholderia spp, bactérias nodulíferas de crescimento rápido, o que torna 

ineficiente a utilização desses parâmetros para o agrupamento de bactérias em 

nível de gênero. Assim, o sequenciamento do gene 16S rRNA foi uma técnica 

eficiente para detectar a diversidade e identificar, quanto ao gênero, as bactérias 

avaliadas no presente estudo. 
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5 CONCLUSÃO 

 

As estirpes UFLA 01-726 e UFLA 04-248, pertecentes ao gênero 

Burkholderia, são capazes de nodular Macroptilium atropurpureum, entretanto, 

são ineficientes quanto à fixação biológica de nitrogênio e na promoção de 

crescimento vegetal. 

As estirpes de Burkholderia testadas estabelecem simbiose, com 

excelente capacidade de nodulação em Mimosa bimucronata, bem como as 

estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA  

04-260, UFLA 01-750 e UFLA 01-751 em  Mimosa foliolosa.  

As estirpes UFLA 01-731, UFLA 01-739, UFLA 01-748, UFLA 04-249, 

UFLA 04-260 e UFLA 04-405, e as estirpes UFLA 01-726, UFLA 01-739, 

UFLA 01-748, UFLA 04-248, UFLA 04-260, UFLA 01-750 e UFLA 01-751 

promovem o crescimento vegetal pela fixação biológica de nitrogênio em 

Mimosa bimucronata e em Mimosa foliolosa. 

Treze estirpes (37,1%) pertencem ao gênero Burkholderia e 

correspondem às características morfológicas e culturais de estirpes do gênero 

Burkholderia, ditas representante grupos culturais realizado por de Carvalho 

(2010).  

Cinco estirpes identificadas como Burkholderia nodosa podem atuar de 

forma representativa na promoção de crescimento vegetal em leguminosas do 

gênero Mimosa. 
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