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RESUMO GERAL 

LEITE, Jakson. Simbiose feijão-caupi e rizóbio: diversidade de bactérias associadas aos 

nódulos. 2015, 75f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciência do Solo). Instituto de 

Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2015. 

O feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma das principais culturas no Nordeste do 

Brasil com vantagens estratégicas para produção no semiárido, como tolerância a seca e bom 

desempenho em solos de baixa fertilidade. Além disso, fixa N em simbiose com rizóbios 

eliminando a demanda de fertilizantes nitrogenados, com benefícios econômicos, sociais e 

ambientais. Pouco se sabe sobre a diversidade genética de bactérias associadas aos nódulos de 

feijão-caupi no semiárido. O objetivo do estudo foi caracterizar a diversidade de bactérias de 

solos do semiárido brasileiro associadas aos nódulos de diferentes cultivares de feijão-caupi 

com arbordagem que depende e independe de cultivo das bactérias. Inicialmente uma coleção 

de 86 bactérias de nódulos de feijão-caupi isoladas de solos do semiárido foi caracterizada 

geneticamente pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e dos genes simbióticos nifH e 

nodC. As sequências foram comparadas com as do banco de dados do NCBI para identificar 

os isolados e as relações filogenéticas dos mesmos com as de espécies conhecidas. Em outro 

estudo, aplicou-se o método independente de cultivo para avaliar comunidades de bactérias 

associadas aos nódulos de dois cultivares de feijão-caupi (BRS Pujante e BRS Acauã), em 

Argissolo Amarelo sem histórico de uso com a lavoura. Os nódulos (N) foram coletados 35 

dias após a germinação e a amostragem do solo (BS) de 0-20 cm. O DNA das amostras foi 

extraído para análises das comunidades bacterianas com 454 pirosequenciamento do gene 

ribossomal 16S rRNA. Na análise da diversidade da coleção de nódulos 54 dos 86 dos 

isolados foram de Bradyrhizobium. Os demais (32) pertencem aos gêneros Rhizobium (13) e 

Microvirga (1), classe Alfaproteobactéria; Burkholderia (8) e Ralstonia (1), classe 

Betaproteobactéria; Acinetobacter (1), Cronobacter (3), Enterobacter (1) e Pantoea (1), 

Gamaproteobactéria; e Leifsonia (3), filo Actinobactéria. Como Bradyrhizobium predominou, 

foram feitas análises com os genes 16S rRNA, nifH e nodC e os isolados distribuíram-se em 5 

linhagens: 16S rRNA tipo I (44 isolados), tipo II (6), tipo III (1), tipo IV (2) e tipo IV (1). A 

análise filogenética do gene 16S rRNA agrupou a linhagem tipo I no grande grupo 

Bradyrhizobium japonicum e próximo da estirpe tipo de Bradyrhizobium yuanmingense. A 

análise dos genes nifH e nodC separou os isolados em 5 linhagens simbióticas (I, II, III, IV e 

IV) e as árvores foram congruentes, o que suporta a teoria da origem monofilética de genes

simbióticos em Bradyhrizobium. As linhagens simbióticas I e II são próximas e correspondem 

a todos os isolados com 16S rRNA tipo I, sendo o grupo dominante associado aos nodulos. O 

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA das comunidades bacterianas mostrou alta 

diversidade nos três ambientes (BS, RS e N). As comunidades associadas aos nódulos foram 

significativamente diferentes (p> 0,01) das que cercam os nódulos (LS e RS). Os filos 

Actinobacteria, Bacteriodetes, Proteobacteria foram abundantes para BS e RS. Em nódulos, os 

filos Proteobacteria e Bacteriodetes predominaram, sendo Gammaproteobacteria (58,8%) e 

Alphaproteobacteria (37,4%) dominantes no filo Proteobacteria e Flavobacteriia (84,8%) e 

Sphingobacteriia (10,9%) no filo Bacteriodetes. Para gênero, Chryseobacterium, Entreobacter 

e Bradyrhizobium dominam em todas as amostras de nódulos, onde Chryseobacterium 

predominou em BRS Acauã e Enterobacter em BRS Pujante. 

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Diversidade. Comunidades de bactérias. Simbiontes. 
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GENERAL ABSTRACT 

LEITE, Jakson. Symbiosis cowpea and rhizobia: bacteria diversity associated to root 

nodules. 2015. 75p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science) Instituto de 

Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2015. 

Cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp] is an important crop in northeastern Brazil with 

strategic advantages for production in semi-arid region, such its drought tolerance and good 

performance in low fertility soils. In addition, the nitrogen (N) fixed in symbiosis with 

rhizobia eliminates the demand for N fertilizers, with economic, social and environmental 

benefits. Little is known about the genetic diversity of bacteria associated to cowpea nodules 

in Brazilian semi-arid. The aim of the study was to characterize the bacterial diversity of 

Brazilian semi-arid soils associated with nodules of different cowpea cultivars by dependent 

and independent bacterial cultivation strategy. Initially a collection of 86 bacteria cowpea 

nodules isolated from semiarid soils was genetically characterized by partial 16S rRNA gene 

sequencing and symbiotic genes nifH and nodC. The sequences were compared with the 

NCBI database to identify isolates and phylogenetic relationships were built. In another study, 

we applied the independent cultivation method to evaluate bacterial communities associated 

with the nodules of two cowpea cultivars (BRS and BRS Acauã Pujante), in Ultisol with no 

history of cowpea cultivation. Nodules (N) were collected 35 days after germination, and soil 

samples (BS) from 0-20 cm deeper. DNA was extracted for analysis of bacterial communities 

with 454 pyrosequencing of the 16S ribosomal gene rRNA. The analysis of the diversity of 

the bacterial collection of the nodules 54 of the 86 isolates were Bradyrhizobium. Other (32) 

belong to Rhizobium (13) and Microvirga (1), Alfaproteobactéria class; Burkholderia (8), and 

Ralstonia (1), Betaproteobacteria class; Acinetobacter (1), Cronobacter (3), Enterobacter (1), 

and Pantoea (1), Gamaproteobactéria; and Leifsonia (3), phylum Actinobacteria. As 

Bradyrhizobium predominated, analyzes were performed with the almost full 16S rRNA, nifH 

and nodC and isolates were distributed in 5 lines: 16S rRNA type I (44 isolates), type II (6), 

Type III (1), Type IV ( 2) and type IV (1). Phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene 

grouped the Type I strain in the large group Bradyrhizobium japonicum and close to the type 

strain of Bradyrhizobium yuanmingense. The analyses of the nifH and nodC gene separated 

the isolates in 5 symbiotic lines (I, II, III, IV and IV) and were congruent among them, which 

supports the theory of monophyletic in origin symbiotic gene Bradyhrizobium. The symbiotic 

lineages I and II are nearby and correspond to all isolates with 16S rRNA type I, being the 

dominant group associated with nodules. The partial 16S rRNA gene sequencing of bacterial 

communities showed high diversity in the three environments (BS, RS and N). The 

communities associated with the nodes were significantly different (p> 0.01) from the 

surrounding nodules (LS and RS). Phyla Actinobacteria, Bacteriodetes, Proteobacteria were 

plentiful for BS and RS. In nodes, the Proteobacteria and Bacteriodetes phyla predominated, 

Gammaproteobacteria being (58.8%) and Alphaproteobacteria (37.4%) in the phylum 

Proteobacteria and dominant Flavobacteriia (84.8%) and Sphingobacteriia (10.9%) in the 

phylum Bacteriodetes. For gender, Chryseobacterium, Entreobacter and Bradyrhizobium 

dominate in all nodes samples where Chryseobacterium prevailed in BRS Acauã and 

Enterobacter in BRS Pujante. 

Key words: Vigna unguiculata. Diversity. Bacterial communities. Symbionts 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

O feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma das principais culturas da 

agricultura familiar, excepcionalmente no semiárido brasileiro, por ser uma importante fonte 

de proteína vegetal. Esta cultura apresenta vantagens estratégicas para desenvolvimento nos 

solos do semiárido, como tolerância a seca e bom desempenho em solos de baixa fertilidade 

(MORTIMORE et al., 1997). Além disso, o feijão-caupi fixa nitrogênio de forma eficiente em 

simbiose com rizóbios (BELANE et al., 2011; ALCANTARA et al., 2014), diminuindo ou 

mesmo eliminando a dependência desta cultura por fertilizantes nitrogenados, o que 

representa benefícios econômico-sociais e ambientais. Para que uma simbiose eficiente 

ocorra, é necessária a inoculação com bactérias previamente selecionadas quando a 

capacidade de nodular e fixar nitrogênio com a cultura (MARTINS et al., 2003; LACERDA 

et al., 2004; SILVA JÚNIOR et al., 2014).  

Estudos realizados na África, na Ásia e no Brasil indicam a predominância de 

bactérias do gênero Bradyrhizobium (crescimento lento e reação básica em meio de cultura) 

como principais endosimbiontes de feijão-caupi (ZILLI et al., 2006; ZHANG et al. 2008; 

PULE-MEULENBERG et al. 2010; GUIMARÃES et al., 2012; JARAMILLO et al., 2013). 

No Brasil, o primeiro relato da identidade genética dos rizóbios de nódulos de feijão-caupi no 

Brasil foi feito por Zilli et al (2006) ao caracterizar uma coleção de isolados obtidos de solos 

do Cerrado no estado do Piauí. Posteriormente, estes realados ocorreram para a região Norte 

(GUIMARÃES et al., 2012) suportando a ideia de que Bradyrhizobium é o simbionte comum 

de feijão-caupi. No semiárido do Nordeste do Brasil, estudos geraram uma coleção de mais de 

600 isolados de solos do semiárido (MARTINS et al. 2003; LEITE et al. 2009). Esses estudos 

mostraram um alto nível de diversidade morfocultural e genética dos rizóbios associados aos 

nódulos de feijão-caupi. Interessantemente, o estudo conduzido por Leite et al (2009) na 

região do Submédio do Vale do São Francisco mostrou que 65% da coleção de quase 600 

isolados apresentaram crescimento rápido e reação ácida no meio de cultura. Essa observação 

indicou que existe uma grande diversidade genética de rizóbios não explorada nos solos do 

semiárido que se associam com feijão-caupi em condições naturais.  

Como exemplo do potencial dessa diversidade genética não explorada pode-se 

destacar a descrição de uma nova espécie de rizóbio, Microvirga vignae, que foi isolada de 

solos do semiárido a partir de nódulos de feijão-caupi (RADL et al., 2014). A descoberta 

dessa nova espécie a partir de nódulos de feijão-caupi enfatiza a noção de que rizóbios que 

não pertencem à família Bradyrhizobiaceae possam representar uma fonte não explorada para 

o desenvolvimento de novos insumos para a agricultura sustentável. Com relação a isso, 

também vale lembrar que os meios de cultura usados para isolar bactérias são invariavelmente 

seletivos para certos grupos de microrganismos, e estima-se que no máximo 1% das bactérias 

existentes no solo podem ser facilmente cultiváveis por métodos tradicionais de cultivo 

(AMMAN et al., 1995). A aplicação de métodos moleculares para estudar a comunidade 

bacteriana como um todo, de forma independente de cultivo, é uma forte alternativa para 

conhecer a real diversidade microbiana. Esse conhecimento é estratégico para poder 

direcionar tentativas de isolamento de novos microrganismos com potencial biotecnológico e 

ampliar o conhecimento da diversidade bacteriana, essencialmente àquela relacionada a 

processos de interesse biotecnológico como a fixação biológica de nitrogênio. 

A capacidade que o feijão-caupi possui de estabelecer associação com uma ampla 

diversidade de bactérias (GUIMARÃES et al., 2012, JARAMILLO et al., 2013) e a 
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importância econômica que apresenta para a agricultura no Nordeste fazem dessa leguminosa 

uma importante espécie para estudos de ecológica de rizóbio nos solos do semiárido do Brasil.  

 

A hipótese desse trabalho é que em solos do semiárido do Brasil os nódulos de 

feijão-caupi abrigam uma alta diversidade de bactérias. O objetivo geral deste trabalho foi 

caracterizar a diversidade de bactérias de solos do semiárido do Brasil associadas aos nódulos 

de diferentes cultivares de feijão-caupi utilizando arbordagem que depende e independe de 

cultivo das bactérias.  

No Capítulo I – “Diversidade genética de bactéiras isoladas de nódulos de feijão-caupi 

[Vigna unguiculata (L.) Walp] em solos do semiárido” - o objetivo foi caracterizar uma 

coleção de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi de solos do semiárido do Brasil. No 

Capítulo II – “Diversidade de bactérias associadas aos nódulos de cultivares de feijão-caupi 

[Vigna unguiculata (L.) Walp] analizadas por pirsosequenciamento - o objetivo foi avaliar a 

diversidade de comunidades de bactérias associadas aos nódulos de cultivares de feijão-caupi 

em uma área sem histórico de presença da cultura usando técnica indendente de cultivo. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Cultivo de Feijão-caupi no Brasil 

O feijão-caupi é uma cultura muito conhecida entre os agricultores de base familiar do 

Norte e Nordeste do Brasil. Acredita-se que esta cultura tem sua origem na África, com centro 

de diversificação na Nigéria (VAILLANCOURT & WEEDEN, 1992). E foi introduzida no 

Brasil pela Bahia no período da colonização e então espalhada pelo Norte e Nordeste do 

Brasil (FREIRE FILHO et al., 2011). Assume importância estratégica na dieta alimentar de 

agricultores de base familiar por ser uma importante fonte de proteínas, apresentando 

conteúdo protéico na ordem de 23 a 30%, dependendo do cultivar (SILVA et al., 2002), sendo 

também rica em ferro, zinco e potássio (FROTA et al., 2008) e vitaminas do complexo B 

(MOREIRA et al., 2008). 

O Brasil é o maior produtor de feijões no mundo e maior consumidor de feijão-comum 

(Phaseolus vulgaris L.) (DAMASCENO-SILVA, 2009). A produção está concentrada nas 

regições Norte e Nordeste, mas tem acançando para áreas do Centro-Oeste (FREIRE FILHO 

et al, 2011). A estatística da produção de feijão-caupi no Brasil está agregada a de feijão-

comum (feijões), não havendo dados oficiais para a cultura. Uma contribuição à informação 

sobre a estatística específica da produção de feijão-caupi no Brasil vem sendo feita pela 

Embrapa Arroz e Feijão. Em 2013, a área plantada com feijão-caupi foi de 935.465 ha com 

produção de 371.748 t, sendo o Nordeste a região com maior área plantada (211.536 ha). A 

produtiviade média nacional foi de 397 kg ha
-1

 e regional de 695 kg ha
-1

no Norte, 276 kg ha
-1

 

no Nordeste e 1.070 kg ha
-1

 no Centro-Oeste. Os estados do Mato Grosso (124.081 t), Ceará 

(52.253 t) e Maranhão (42.200t) (EMBRAPA, 2014).  

Embora seja comum em sistemas de produção agrícola a baixa adoção de tecnologias, 

como nas áreas de pequenos produtores, o feijão caupi avança para cenários agrícolas onde o 

aporte tecnológico é alto (FREIRE FILHO et al, 2011). O cultivo de feijão caupi surgiu como 

oportunidade tecnológica em substituição ao milho safrinha, plantado logo depois da retirada 

da soja, especialmente em Primavera do Leste no estado do Mato Grosso (SINIMBU, 2009). 

Os agricultores desta região encontraram nesta cultura a oportunidade de boas produções em 

suas propriedades na entre safra da soja, período em que as chuvas nem sempre permitem 

altos rendimentos do milho, por exemplo. Em 2013, a árae plantada no Centro-Oeste com 

feijão-caupi foi de 115.926 ha, com produtividade média de 1.070 kg ha
-1

, superando média 

nacional de 397 kg ha
-1

 (EMBRAPA, 2014).  

O feijão-caupi é uma cultura cujo aporte de nitrogênio pode ser atendido pela fixação 

biológica de nitrogênio (FBN) quando em associação com estirpes de Bradyrhizobium spp. 

(RUMJANEK et al., 2006; ZILLI et al., 2008), o que representa uma vantagem estratégica 

para a gestão de nitrogênio em sistemas agrícolas, uma vez que permite a redução ou elimina 

o uso de fertilizantes nitrogenados. Na região Centro-Oeste e Norte do Brasil, a inoculação de 

sementes de feijão-caupi com estirpes de Bradyrhizobium recomendadas para a cultura 

proporcionou produtividades médias de 1.500 kg ha
-1

 no Centro-Oeste e Norte do Brasil, 

acima das médias regionais (SILVA JÚNIOR et al., 2014). Os resultados encontrados por 

Silva Júnior et al. (2014) mostram a importância da FBN para promover a produtividade das 

lavouras de feijão-caupi. 
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2.2 Fixação Biológica de Nitrogênio em Feijão-caupi 

A produtividade agrícola está associada a diversos fatores para atingir altas 

produtividades, como, por exemplo, a disponibilidade de nutrientes no solo. Dentre os 

nutrientes, o nitrogênio (N) é um dos elementos limitantes ao desenvolvimento das plantas, 

sendo classificado, dentro dos critérios de essencialidade, como macronutriente primário. No 

entanto, os solos da zona tropical são, em geral, pobres em N, requerendo o suprimento deste 

elemento para que sejam alcançadas altas produtividades nas lavouras.  

No ciclo biogeoquímico do N, a entrada deste elemento no solo possui uma via 

biológica resultante da interação entre grupos de procariotos diazotróficos e plantas 

vasculares, resultando no processo de fixação biológica de nitrogênio (FBN) (MOREIRA & 

SIQUEIRA, 2006). Esse processo é comum em plantas da família das leguminosas, e 

identificado pela presença de uma estrutura peculiar na raiz resultante da associação planta-

bactéria, o nódulo.  

A fixação biológica de nitrogênio em feijão-caupi quando inoculado, dispensa a 

necessidade de adubação nitrogenada (BRITO et al., 2011). Aumentos de 30 a 50% no 

rendimento de grãos do feijão-caupi têm sido evidenciados pela prática da inoculação com 

estirpes de rizóbio eficientes (MARTINS et al., 2003; LACERDA et al., 2004; SOARES et 

al., 2006; CHAGAS JUNIOR et al., 2010; SILVA JÚNIOR et al., 2012; MARINHO et al., 

2014; SILVA JÚNIOR et al., 2014). 

No Brasil, quatro estirpes são recomendadas como inoculante agrícola para 

feijão-caupi: UFLA 3-84 (=SEMIA 6461), BR 3627 (=SEMIA 6462), INPA 03-11B 

(=SEMIA 6463) e BR 3262 (=SEMIA 6464), todas pertencentes ao gênero Bradyrhizobium. 

As estirpes UFLA 3-84 e INPA 03-11-B, isoladas da região amazônica, foram selecionadas e 

recomendadas pelo grupo de Microbiologia do Solo da Universidade Federal de Lavras 

(UFLA) e induziram o rendimento de grãos em feijão-caupi de 1272 e 1341 kg ha
-1

, 

respectivamente, num Argissolo Vermelho-Amarelo no município de Pedrões-MG. Neste 

mesmo experimento o controle sem inoculação e sem adubação nitrogenada produziu 1021 kg 

ha
-1

, em quanto o tratamento com adubação com N teve rendimento de 1413 kg ha
-1

, não 

sendo estatisticamente diferente dos tratamentos com inoculação (LACERDA et al., 2004).  

As estirpes BR3267 e BR3262 foram selecionadas e recomendadas por grupos de 

pesquisa da Embrapa Agrobiologia e Embrapa Roraima, respectivamente (RUMJANEK  et 

al., 2006; ZILLI et al., 2008). A estirpe BR3267 foi isolada de solo do semiárido e promoveu 

rendimento de grãos de 700 kg.ha
-1

 em feijão-caupi cultivados sob condição de sequeiro no 

Nordeste (MARTINS et al., 2003). Posteriormente, foi mostrado que a estirpe BR 3267 

promove ganhos de 50% na produtividade de grãos de feijão-caupi em áreas de produtores 

agrícolas de base familiar (RUMJANEK  et al., 2006). A BR3262 foi isolada de um sistema 

de produção orgânica no Rio de Janeiro e é a estirpe mais recentemente recomendada como 

inoculante de feijão-caupi. No estado de Roraima, a BR3262 induziu rendimento de grãos 

superiore a 2300 kg.ha
-1

 com produtividade de 34% maior que o controle (ZILLI et al., 2009). 

Diversos trabalhos reportam a eficiência agronômica das estirpes UFLA 3-84 

(=SEMIA 6461), BR3627 (=SEMIA 6462), INPA 03-11B (=SEMIA 6463) e BR3262 

(=SEMIA 6464) em diferentes sistemas de produção agrícola nas regiões Norte (ZILLI et al., 

2009; CHAGAS JUNIOR et al., 2010; SILVA JÚNIOR et al., 2014), Nordeste (MARTINS et 

al., 2003; MARINHO et al., 2014), Sudeste (LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006; 

SILVA JÚNIOR et al., 2012; SILVA JÚNIOR et al., 2014) e Centro-Oeste (SILVA JÚNIOR 

et al., 2014) do Brasil. Os testes mostram que o desempenho das estirpes para promover o 

rendimento de grãos em feijão-caupi é variável, dependendo do cultivar usado (MELLO & 

ZILLI, 2009, CHAGAS JUNIOR et al., 2010; MARINHO et al., 2014), das práticas de 
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manejo adotadas (FREITAS et al., 2012) e a densidade de células da estirpe no inoculante 

(SILVA JÚNIOR et al., 2014). 

A FBN é uma via importante na nutrição de nitrogênio para o feijão-caupi (BRITO et 

al., 2011), sendo que sua contribuição varia de acordo com o genótipo (BELANE & 

DAKORA, 2009, 2010, FREITAS et al., 2012; ALCANTARA et al., 2014). Pode-se 

considerar que a atividade de FBN em campo é produto da interação genótipo da planta e 

estirpe usada como inoculante sob efeito das condições edafoclimáticas (MELLO & ZILLI, 

2009; CHAGAS JÚNIOR et al., 2010). Nem sempre o bom desempenho entre os pares 

simbióticos (planta x bactéria) alcançados em experimentos controlados em casa-de-

vegetação mostram comportamento correspondente em campo (MELLO & ZILLI, 2009).  

Variedades de feijão-caupi recomendadas para a região nordeste do Brasil mostraram 

diferenças quanto a resposta a inoculação com estirpes de rizóbio (VIEIRA et al., 2010), 

assim como variedades recomendadas para o estado de Roraima (MELLO & ZILLI, 2009). 

Belane & Dakora (2010) verificaram que genótipos africanos de feijão-caupi apresentam 

diferentes potenciais para FBN com estimativas de contribuição variando entre 56,2 a 96,3%, 

com quantidades de N-fixado variando de 62 a 198 kg N ha
-1

. Os autores encontraram relação 

direta do N fixado via FBN e a produção de grãos.  

No Brasil, Alcantara et al. (2014) avaliaram genótipos de feijão-caupi, usados no 

programa de melhoramento no Brasil, em resposta a inoculação às estirpes BR3262, BR3267, 

BR3299 e INPA 3-84. Os autores identificaram que os genótipos respondem a inoculação 

com contribuição da FBN variando entre 49 a 65%. Freitas et al. (2012) também identificaram 

variabilidade quanto a resposta da FBN em variedades de feijão-caupi recomendadas para o 

Nordeste do Brasil, com contribuições variando de 47 a 79%, variando de acordo com a 

estirpe inoculada. Em ambos os estudos, a variabilidade da contribuição da FBN dependeu do 

genótipo de feijão-caupi e da estirpe de bactéria usanda como inoculante. Essa variabilidade 

da interação planta e bactéria de todo modo é promissor para seleção de pares simbióticos 

(planta x bactéria) eficientes. 

Silva Júnior et al. (2014) relatam que aos 15 dias após a germinação, o feijão-caupi 

fixa entre 6 a 26 kg ha
-1

 de N, dependendo da estirpe utilizada como inoculante. Os autores 

analizaram o nitrogênio no grão e relataram contribuições da fixação biológica do nitrogênio 

entre 38 a 56%, novamente variando de acordo com a estirpe inoculada. Essa variabilidade de 

resposta dependende da estipre inoculada confirma a importância da seleção de bactérias que 

nodulam e fixam nitrogênio com feijão-caupi. 

2.3 Bactérias que Nodulam Leguminosas  

Bactérias são encontradas colonizando diversos ambientes. No solo, as bactérias 

apresentam comunidades complexas que desempenham diversas funções, estabelecendo 

relações ecológicas, benéficas ou não, com diversos organismos. Uma parte das comunidades 

de bactérias residentes do solo está relacionada ao ciclo biogeoquímico do nitrogênio, como 

as bactérias diazotróficas (VITOUSEK et al., 2013). As bactérias diazotróficas conseguem 

converter o nitrogênio atmosférico N2 em NH3 (amônia), em ambientes com baixa 

concentração de oxigênio (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Esse processo é possível devido 

à atividade da nitrogenase, enzima responsável pela quebra da tripla ligação entre os dois 

átomos de nitrogênio (N2).  

Bactérias fixadoras de nitrogênio são organismos importantes no ambiente, pois 

possibilitam que as plantas, por exemplo, possam ter acesso ao N2 abundante na atmosfera 

(~78% N), atuando como importantes vias biológicas para entrada do N no solo (VITOUSEK 

et al., 2013). Este grupo de bactérias estabelecem relações com raízes de plantas em diferentes 
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graus de especialização onde, pelo menos, três classes são bem conhecidas: as bactérias 

associativas, as endofíticas e as simbióticas (SANTI et al., 2013; UDVARDI & POOLE, 

2013). A simbiose entre rizóbio e leguminosas talvez represente o grau de associação benéfica 

mais especializada entre planta e bactéria. Rizóbio é o termo genérico empregado para o 

grupo de bactérias diazotróficas que formam nódulos em raízes (e ocasionalmente no caule) 

de leguminosas e fixam nitrogênio. A formação dos nódulos em leguminosas, por bactérias, é 

estimulado por fatores de nodulação. Os genes nod, nol e noe codificam as proteínas que são 

responsáveis pela comunicação química entre a bactéria simbionte e a planta hospedeira 

durante o processo de nodulação (KRISHNAN et al., 1995).  

Nos nódulos, após invasão pelo cordão de infecção, o rizóbio se diferencia em 

bacteroides e é envolto em uma membrana produzida pela planta, formando o simbiosoma. 

Após a formação do simbiosoma, o rizóbio fixa o nitrogênio que é fornecido à planta, 

recebendo, em troca, compostos ricos em carbono, aminoácidos e vitaminas (UDVARDI & 

POOLE, 2013). É no nódulo que ocorre a comunicação mais estreita entre a planta e bactéria 

simbionte. O nódulo é a estrutura física (fenótipo) tomada como ponto de partida para o 

isolamento de rizóbios em estudos de diversidade. Neste caso, emprega-se a estratégia de 

captura com plantas-iscas, que basicamente consiste no conceito de capturar do ambiente 

(amostra ambiental) grupos de bactérias que apresentem capacidade de estabelecer simbiose 

por meio da nodulação com o hospedeiro em questão (espécie de interesse).  

A simbiose mutualística entre rizóbio e leguminosa é identificada pela presença dos 

nódulos nas raízes ou caules de leguminosas. O nódulo é a unidade tecidual da planta que 

abriga o rizóbio, portanto é o fenótipo que indica a capacidade nodulífera em leguminosas. O 

nódulo pode apresentar crescimento determinado ou indeterminado (quando o meristema do 

nódulo continua ativo mesmo depois da formação da zona de fixação) e esta característica é 

intrínseca da planta (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). No nódulo as bactérias se difernciam 

em bacteróides que são envoltos em uma membrana. O conjunto formado pela membrana 

vegetal e bacteróide é chamado de simbiosoma. A membrana do simbiosoma é o elo de 

comunicação entre a célula bacteriana e o citoplasma da célula vegetal, onde ocorrem as 

trocas de carbono, derivado da fotossíntese, pelo nitrogênio, vindo da fixação do nitrogênio 

pela atividade da nitrogenase, enzima bacteriana (UDVARDI & POOLE, 2013). A 

disponibilidade de carbono e outros fatores importantes para o metabolismo bacteriano fazem 

do nódulo um habitat estratégico, mesmo que temporário, onde a competição por recursos é 

praticamente inexistente.  

Embora o nódulo seja um ambiente mais restrito à colonização por bactérias, a 

diversidade bacteriana no nódulo parece ser alta. Segundo Peix et al. (2015), foram descritas 

197 espécies de rizóbios que são distribuídas em 14 gêneros nas classes Alpha (α-

Proteobacteria) e Betaproteobactéria (β-Proteobacteria). Os gêneros Rhizobium, Ensifer 

(=Sinorizobium), Mesorhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium congregam mais de 85% 

das espécies de bactérias que nodulam leguminosas. Juntas, as espécies pertencentes as estes 

gêneros formam o grupo clássico de rizóbios. Moreira & Siqueira (2006) descrevem 

características fenotípicas típicas, em meio YMA (= meio 79) de bactérias pertencentes a 

estes gêneros pelas quais é possível separá-las em dois grandes grupos fenotípicos. As 

bactérias que apresentam crescimento rápido (três dias para surgimento das colônias) ou 

intermediário (quatro a cinco dias para surgimento das colônias) e mostram reação ácida ou 

neutra no meio de cultivo, normalmente pertencem aos gêneros Rhizobium, Ensifer 

(=Sinorizobium) e Mesorhizobium (crescimento intermediário). Por outro lado, bactérias com 

crescimento lento (seis dias ou mais para surgimento das colônias) e reação alcalina no meio 

de cultivo indicam fenótipo tipo de Bradyrhizobuim ou Azorhizobium. No entanto, a espécie 

Azorhizobium doebereinerae, um simbonte comum de Sesbania virgata foge a estes padrões 
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(MOREIRA et al., 2006). Estirpes pertencentes a esta espécie apresentam crescimento rápido 

e reação alcalina no meio de cultivo YMA (= meio 79) (FLORENTINO et al., 2009; 

MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).  

Importantes descobertas expandiram as fronteiras da pesquisa a cerca da diversidade 

microbiana da simbiose rizóbio-leguminosa. No ano de 2001, início do século, foi descoberto 

que o gênero Burkholderia (Betaproteobacteria) possuem membros com capacidade para 

nodular leguminosas (MOULIN et al., 2001). Posteriormente, foi comprovado que 

Cupriavidus, gênero membro da classe Betaproteobactéria, também nodula leguminosa 

(CHEN et al., 2003; SILVA et al., 2012). Novos levantamentos foram feitos e afirmou-se que 

Burkholderia spp são simbiontes comuns em nódulos de espécies da alguns membros da 

subfamília Mimosoideae (Mimosa spp.) em solos tropicais, essencialmente no Brasil 

(BONTEMPS et al., 2010, BOURNAUD et al., 2013). No entanto, Burkholderia spp já foram 

isoladas de nódulos de leguminosas de importância agrícola como feijão-comum (TALBI et 

al., 2010) e feijão-caupi (GUIMARÃES et al., 2012), indicando que a faixa de possíveis 

hospedeiros vai além da subfamília Mimosoideae. De acordo com Peix et al. (2015) 14 

diferentes espécies de Burkholderia nodulam leguminosas. Embora o gênero Burkholderia 

abrigue espécies consideradas como patógeno humano, o grupo de Burkholderia associadas á 

espécies vegetais apresentam um ramo filogenético consistente e separado das espécies de 

Burkholderia associadas a patologias em humanos (ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 

2013). A descoberta de que membros dos gêneros Burkholderia e Cupriavidus têm 

capacidade de nodular leguminosas representou uma nova fronteira para a pesquisa em 

ecologia de rizóbio. Por pertencerem a subclasse Betaproteobacteria, os novos simbiontes 

foram chamados de β-rizóbio (beta-rizóbio) (MOULIN et al., 2001).  

Outro avanço importante ocorreu dentro da subclasse da Alphaproteobacteria, quando 

uma nova espécie nodulante não pertencente ao grupo comum de rizóbio foi descrita: 

Methylobacterium nodulans, isolada de nódulo de Crotalaria spp. (SY et al., 2001; 

JOURAND et al., 2004). Posteriormente novas estirpes pertencentes a outros gêneros do filo 

α-Proteobactérias também foram isoladas de nódulos e confirmadas como nodulantes, como 

por exemplo: Devosia neptuniae (RIVAS et al., 2003), Phyllobacterium trifolii (VALVERDE 

et al. 2005), Ochrobactrum lupini (TRUJILLO et al., 2005), Shinella kummerowiae (LIN et 

al., 2008), Microvirga zambiensis (ARDLEY et al. 2012), Microvirga vignae (RADL et al., 

2014). As revisões de Balachandar et al. (2007) e Peix et al. (2015) apresentam características 

referentes ao isolamento destes novos simbiontes. Uma nova espécie isolada a partir de 

rejeitos da atividade de mineração, descrita como Aminobacter anthyllidis, foi comprovada 

como estirpe nodulante (MAYNAUD et al., 2012). O estudo de Maynaud et al. (2012) 

explorou dois importantes fatores para a descobertas de novas espécies simbióticas de 

leguminoasas: (i) utilizaram uma leguminosa não comumente empregada como planta-isca e 

(ii) explorarem uma amostra ambiental incomum (área de mineração). Este estudo ainda 

levantou uma questão importante sobre a identidade taxonômica dos gêneros Aminobacter e 

Mesorhizobium. Os dois gêneros parecem ser sinônimos. Fato semelhante ocorreu entre os 

gêneros Ensifer e Sinorhizobium, aonde se chegou a um consenso de que os dois gêneros são 

sinônimos (YOUNG, 2003).   

Ainda dentro da subclasse da Alphaproteobacteria outra descoberta interessante foi 

feita no gênero Bradyrhizobium. Os genes relacionados à nodulação não foram encontrados 

no genoma das estirpes de Bradyrhzobium ORS278 e Bradyrhzobium BTAi1 que nodulam 

Aeschynomene sensitiva e Aeschynomene indica, respectivamente (GIRAUD et al., 2007). 

Estas estirpes desenvolveram outros mecanismos, independente dos fatores de nodulação, 

para estabelecer a simbiose e representam uma linhagem genômica interessante dentro do 

gênero Bradyrhizobium. Os mecanismos de interação entre estirpes de Bradyrhzobium que 
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não tem os genes da nodulação com espécies de Aeschynomene ainda não são claros. Esta 

descoberta evidenciou que a presença dos fatores de nodulação comuns (nodABC) não são 

cruciais para o estabelecimento da simbiose Bradyrhzobium-Aeschynomene e levanta a 

questão de que uma bactéria nodulante não necessariamente possui genes de nodulação 

(GIRAUD et al., 2007).  

2.4 Bactérias Endofíticas de Nódulos de Leguminosas  

Embora a capacidade de nodulação venha sendo identificada em novos gêneros e 

espécies de bactérias pertencentes às subclasses Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria, a 

diversidade de bactérias presente nos nódulos de leguminosas vai além dos conhecidos alpha 

e beta-rizóbios. Muresu et al. (2008), por exemplo, isolaram, a partir de nódulos desinfestados 

de oito diferentes leguminosas, bactérias pertencentes aos gêneros Bacillus, Pseudomonas, 

Curtobacterium, Xanthomonas, Ralstonia e Thiobacillus, mas as estirpes não foram capaz de 

nodular a espécie hospedeira. Deng et al. (2011) isolaram 115 bactérias de nódulos de 

Sphaerophysa salsula na China, sendo que 65 bactérias não nodularam o hospedeiro e 

pertenciam a 17 espécies diferentes distribuídas nos gêneros Paracoccus, Sphingomonas, 

Inquilinus, Pseudomonas, Serratia, Mycobacterium, Nocardia, Streptomyces, Paenibacillus, 

Brevibacillus, Staphylococcus, Lysinibacillus e Bacillus.  

Bactérias isoladas de nódulos de leguminosas e que não são capazes de nodular o 

hospedeiro de origem são consideradas como bactérias endofíticas. Recentemente, De Meyer 

et al. (2015) identificaram uma larga diversidade de bactérias endofíticas de nódulos. Os 

autores caracterizaram 654 isolados obtidos de nódulos de 30 espécies de leguminosas na 

Bélgica e identificaram 50 diferentes gêneros, sendo a maioria dos isolados pertencentes aos 

gêneros Bacillus, Pseudomonas e Paenibacillus. Segundo os autores, dos 50 gêneros 

encontados 33 foram reportados pela primeira vez em nódulos, tais como: Pantoea, 

Corynebacterium, Chryseobacterium, Sphingomonas e Xanthomonas. Peix et al. (2015) 

revisaram a diversidade de bactérias associadas a nódulos de leguminosas e mostraram que 22 

espécies foram descritas como endofíticas de nódulos. Os novos gêneros Tardiphaga (DE 

MEYER et al., 2012) e Endobacter (RAMÍREZ-BAHENA et al., 2013), por exemplo, foram 

descritos a partir de bactérias endofíticas isoladas de nódulos de Medicago sativa e Robinia 

pseudoacacia, respectivamente. 

Normalmente, as bactérias endofíticas que colonizam os nódulos junto com os 

rizóbios, naturais simbiontes da planta hospedeiras. Por exemplo, Bai et al (2002) 

identificaram a co-ocorrência de Bacillus (bactéria endofítica) e Bradyrhizobium (rizóbio) em 

nódulos de soja. De Meyer et al. (2015) também identificaram a co-ocorrência de  Bacillus e 

Bradyrhizobium em várias leguminosas. Os mecanismos de colonização dos nódulos por 

bactérias endofíticas ainda não são bem elucidados. No entanto, Pandya et al. (2013) 

mostraram que Pseudomonas fluorescens e Klebsiella pneumoniae foram capazes de 

colonizar os nódulos de Vigna radiata via cordão de infecção quando co-inoculadas com 

Ensifer adhaerens, simbonte natural de V. radiata.  

Bactérias endofíticas de nódulos podem promover a simbiose e o crescimento de 

planta quando co-inoculadas com os rizóbios específicos da leguminosa (SARR et al., 2010; 

TARIQ et al., 2012; SÁNCHEZ et al., 2014; PRAKAMHANG et al., 2015). Nos nódulos, as 

bactérias endofíticas podem atingir a densidade de células na ordem de 10
5 

(MURESU et al., 

2008; PRAKAMHANG et al., 2014). Quanto à atividade nos nódulos, foi mostrado que 

estirpes de Paenibacillus quando co-inoculado com Bradyrhizobium minimizam o estresse 

oxidativo nos nódulos (RODRIGUES et al., 2013a) e provocam alterações em processos 
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envolvendo o metabolismo do carbono e do nitrogênio em nódulos de feijão-caupi 

(RODRIGUES et al., 2013b). 

2.5 Técnicas de Biologia Molecular para Caracterizar a Diversidade de Bactérias de 

Nódulos de Leguminosas 

A taxonomia de bactérias que nodulam leguminosas tem passado por constantes 

alterações. Espécies são realocadas e novos táxons são descritos para acomodar novas 

estirpes. As alterações na taxonomia de rizóbio e a descoberta crescente de novas espécies são 

resultados de pelo menos três fatores: (i) o uso de ferramentas de biologia molecular para 

caracterização da diversidade e identidade genética de procariotos, (ii)  levantamento da 

diversidade de rizóbio em áreas pouco exploradas e (iii) interesse em leguminosas pouco 

estudadas, especialmente leguminosas nativas.  

Em estudos da diversidade de rizóbios, frequentemente são utilizados marcadores 

moleculares de fingerprint para identificação de linhagens de bactérias numa coleção. Os 

marcadores de fingerprint identificam sequências de DNA repetidas (rep-PCR) dentro do 

genoma da bactéria. Após uma reação de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) é gerado 

uma perfil composto por fragmentos de DNA (bandas) de diversos tamanhos, que pode ser 

visualizado em gel de agarose. Os marcadores de fingerprint comumente utilizados como 

estratégia para caracterizar coleções numerosas de rizóbio são: REP-PCR (MISHRA et al., 

2012), ERIC-PCR (RASHID et al., 2012), BOX-PCR (ROUWS et al., 2014), RAPD 

(VAN-CAUWENBERGHE et al., 2014) e (GTG)5 (DE MEYER et al., 2015). O principal 

objetivo quando se usa marcadores de fingerprint é identificar a diversidade de linhagens de 

bactérias em grandes coleções. Com base nesta caracterização prévia é possível selecionar 

representantes para serem usados estudos mais detalhados de filogenia, sem a necessidade de 

caracterizar toda a coleção (VAN-CAUWENBERGHE et al., 2014). Alternativamente, alguns 

estudos utilizam a estratégia de identificar linhagens bacterianas dentro de uma população de 

rizóbios empregando a técnica de restrição do gene 16S rRNA (GUEFRACHI et al., 2013) ou 

do espaço intergênico 16S-23S (LI et al., 2012). Ambas as técnicas também geram perfis de 

fragmentos de DNA (bandas). 

Stackebrandt & Goebel (1994) sugeriram que bactérias que tenham similaridade do 

gene 16S rRNA menor que 97% representam espécies diferentes. No entanto, o 16S rRNA  

não oferece boa resolução a nível de espécie entre estirpes de rizóbio. Por exemplo, 

Bradyrhizobium pachyrhizi e tem 16S rRNA 99,8% similar a Bradyrhizobium elkanii, 

Mesorhizobium temperatum  e Mesorhizobium gobiense possuem 16S rRNA 99,9%  e 

Rhizobium fabae tem 16S rRNA 99% similar a Rhizobium pisi. De todo modo, a sequência do 

16S rRNA é suficiente para identificar a estirpe a nível de gênero. Para superar a baixa 

resolução taxonômica obtida com a informação da sequência do gene 16S rRNA, tem-se 

utilizado a estratégia de sequenciamento de genes conservadores do metabolismo microbiano 

(genes housekeeping) (MAIDEN e tal., 2013). Os genes conservadores do metabolismo 

microbiano constituem um conjunto de genes localizados no cromossomo bacteriano e estão 

envolvidos em diversos mecanismos para manutenção da célula bacteriana (MAIDEN et al., 

2013). Estes genes possuem maior resolução taxonômica comparado ao 16S rRNA podendo 

resolver a identidade taxonômica a nível de espécie (RIBEIRO et al., 2013). O conjunto 

destes genes usado para caracterização bacteriana varia conforme o gênero em questão. Em 

populações de Bradyrhizobium, por exemplo, a combinação dos genes recA, atpD e glnII foi 

suficiente para discriminar estirpes com elevado nível de similaridade do gene 16S rRNA. 

(ZHANG et al.; 2011; CHAHBOUNE et al., 2012; WANG et al., 2013). Zhang et al. (2012) 

avaliaram o genoma de 90 espécies de rizóbio das classes Aplha e Betaproteobacteria e 
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identificaram um conjunto de três genes housekeeping (SMc00019, truA e thrA) que 

oferecem boa resolução taxonômica e possuem filogenia correspondente ao gene 16S rRNA. 

Além dos genes estruturais (16S rRNA e housekeeping), a diversidade e filogenia de 

rizóbios pode ser avaliada pela caracterização dos genes envolvidos na simbiose, com 

destaque para os genes nodC e nifH. O gene nodC está envolvido na sconstituição da 

molécula lipo-quito-oligossacarídeos, os fatores Nod, que são os fatores responsáveis pelo 

processo de nodulação (KAMST et al. 1997). O gene nifH codifica a subunidade nitrogenase 

redutase do complexo enzimático da nitrogenase, enzima responsável pela conversão do N2 

em amônia (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O sequenciamento dos genes nodC e nifH 

podem fornecer informações à respeito da provável faixa hospedeira da estirpe e identificar 

possíveis simbiovares, que são grupos de bactérias especializadas para nodular com grupos 

específicos de leguminosas (LAGUERRE et al., 2001; ROGEL et al., 2011). 

Análises moleculares permitem avaliar a estrutura e diversidade de comunidades de 

bactérias em seus ambientes de ocorrência. Com o seqüenciamento de genes específicos é 

possível identificar as bactérias e fazer inferências ecológicas sobre o ambiente de onde foram 

isoladas. No entanto, é possível analisar comunidades microbianas sem o isolamento prévio, 

para isso são usadas técnicas inpedendente de cultivo (SU et al., 2012). Neste caso são 

analisadas moléculas de DNA ou RNA extraídas de amostra ambiental. A técnica de 

sequenciamento em larga escala, como 454 pirosequenciamento, tem sido usado para análise 

de comunidade microbiana sem prévio isolamento (ZANG et al., 2012). Uma grande 

vantagem do uso de técnicas independentes de cultivo é a possibilidade de avaliar uma 

comunidade microbiana sem o prévio isolamento, vencendo a barreira que as limitações do 

uso de meio de cultura imponhe para o isolamento dos micro-organismos, dando um 

panorama geral das comunidades microbianas na amostra estudada. 
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3. CAPÍTULO I 

DIVERSIDADE GENÉTICA DE BACTÉRIAS ISOLADAS DE 

NÓDULOS DE FEIJÃO-CAUPI [Vigna unguiculata (L.) Walp] EM SOLOS 

DO SEMIÁRIDO BRASILEIRO 
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3.1 RESUMO 

Feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma importante cultura no semiárido do Brasil 

e pode fixar nitrogênio em simbiose com rizóbio. Apesar disso pouco se sabe a respeito da 

diversidade genética de bactérias que nodulam feijão-caupi no semiárido do Brasil. O objetivo 

deste trabalho foi caracterizar geneticamente uma coleção de bactérias de nódulos de feijão-

caupi isolada de solos do semiárido do Brasil. Neste estudo, uma coleção de 86 bactérias de 

nódulos de feijão-caupi isoladas de solos do semiárido do Brasil foram caracterizadas 

geneticamente usando sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e dos genes simbióticos 

nifH e nodC. A análise mostrou que 54 de 86 dos isolados foram identificados como 

Bradyrhizobium. Os demais 32 isolados pertencem aos gêneros Rhizobium (13) e Microvirga 

(1), da classe Alfaproteobactéria; Burkholderia (8) e Ralstonia (1), da classe 

Betaproteobactéria; Acinetobacter (1), Cronobacter (3), Enterobacter (1) e Pantoea (1), da 

classe Gamaproteobactéria e Leifsonia (3), do filo Actinobactéria. Como Bradyrhizobium foi 

o gênero mais representado, análises filogenética foram relizadas com o genes 16S rRNA, 

nifH e nodC. De acordo com a análise filogenética da sequência do 16S rRNA os isolados 

foram distribuídos em cinco linhagens: 16S rRNA tipo I (44 isolados), tipo II (6), tipo III (1), 

tipo IV (2) e tipo IV (1). A análise filogenética do gene 16S rRNA mostrou que a linhagem 

tipo I foi agrupada dentro do grande grupo de  Bradyrhizobium yuanmingense 

filogeneticamente perto da estirpe tipo de Bradyrhizobium yuanmingense. A análise 

filogenética dos genes nifH e nodC também separou os isolados em cinco linhagens 

simbióticas (I, II, III, IV e IV) e as árvores foram congruentes, dando suporte a teoria da 

origem monofilética de genes simbióticos em Bradyhrizobium. As linhagens simbióticas I e II 

são próximas e correspondem a todos os isolados com 16S rRNA tipo I, representando, neste 

estudo, o grupo dominante associado aos nodulos.   

 

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Simbiontes. Bradyrhizobium. Bactérias endofíticas. 
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3.2 ABSTRACT 

Cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp] is an important crop in the Brazil semiarid region and 

can fix nitrogen in symbiosis with rhizobia. Nevertheless, little is known about the genetic 

diversity of cowpea root nodule bacteria in the Brazil semiarid region. The aim of this study 

was to genetically characterize a cowpea root nodule bacterial collection isolated from 

Brazilian semiarid soils. In this study, a collectionfo 86 cowpea root nodules bacteria isolated 

from Brazilian semiarid soils were genetically caracterizadad by using partial sequencing of 

the 16S rRNA gene and the symbiotic genes nifH and nodC. The analysis showed 54 out 86 

isolates were identified as Bradyrhizobium. The remaining 32 isolates belong to Rhizobium 

(13) and Microvirga (1), in the Alfaproteobactaria class; Burkholderia (8) and Ralstonia (1) in 

the Betaproteobacteria class; Acinetobacter (1), Cronobacter (3), Enterobacter (1) and 

Pantoea (1) in the Gamaproteobactéria class (3) and and Leifsonia in the filo Actinobacteria 

phylum. As Bradyrhizobium was the most represented genera, phylogenetic analyzes were 

made to 16S rRNA, nifH and nodC genes. According to phylogenetic analysis of the 16S 

rRNA sequence isolates were divided into five lineages: 16S rRNA type I (44 isolates), type 

II (6), type III (1), type IV (2) and type IV (1). Phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene 

showed that lineages type I was grouped within the large Bradyrhizobium japonicum group 

phylogenetically close to the type strain of Bradyrhizobium yuanmingense. Phylogenetic 

analysis of nifH and nodC genes also separated the isolates into five symbiotic lineages (I, II, 

III, IV and IV) and the nifH and nodC trees were congruent, supporting the theory of 

monophyletic origin of symbiotic genes in Bradyhrizobium. Symbiotic lineages I and II are 

nearby and correspond to all 16S rRNA type I isolates with, representing, in this study, the 

dominant group associated with nodules. 

 

Keywords: Vigna unguiculata. Symbionts. Bradyrhizobium. Endophytic bacteria. 
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3.3 INTRODUÇÃO 

As regiões semiáridas na África e na Ámerica do Sul, excepcionalmente no Brasil, 

compartilham duas semelhanças: (i) presença de grande número de pequenas propriedades de 

produção agrícola e (ii) pouca adoção de tecnologias nos sistemas de cultivo. Nestas regiões é 

comum o cultivo de feijão-caupi [Vigna unguiculara (L.) Walp], principalmente pela razão de 

que esta cultura apresenta boa habilidade para tolerar à seca, altas temperaturas e desenvolver 

bem em solos com baixa fertilidade (MORTIMORE et al., 1997). A Nigéria, Niger e o Brasil 

correspondem pela maior fração da produção mundial de grãos de feijão-caupi, que é 

importante fonte de proteínas para populações de baixa renda (SINGH et al. 2003).  

O feijão-caupi desenvolve simbiose com bactérias do solo coletivamente conhecidas 

como rizóbio. A simbiose leguminosa-rizóbio é facilmente identificada pela presença de 

estruturas especializadas nas raízes ou caules: os nódulos. Nos nódulos, o rizóbio fixa o 

nitrogênio retirado da atmosfera e o converte em amônia, forma assimilável pela planta 

(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O feijão-caupi responde à fixação biológica do nitrogênio 

e esta resposta depende da estipre e do cultivar envolvidos no processo (MELO & ZILLI, 

2009; PULE-MEULENBERG et al. 2010; ALCANTARA et al., 2014).  

Uma ampla diversidade de bactérias nodula feijão-caupi, mas Bradyrhizobium spp. são 

os simbontes mais comuns (ZILLI et al., 2006; ZHANG et al., 2008; PULE-MUELENBERG 

et al., 2010; GUIMARÃES et al., 2012). Até o momento 24 espécies de Bradyrhizobium são 

validadas, sendo que B. japonicum, B. elkanii, B. liaoningense, B. yuanmingense e B. 

canariense, por exemplo, já foram isoladas de nódulos de feijão-caupi (ZHANG et al., 2008, 

2011; BEJARANO et al., 2014). Embora seja considerada uma leguminosa de baixa 

especificidade hospedeira (GUIMARÃES et al., 2012), até o momento somente duas espécies 

bacterianas originalmente isoladas de nódulos de feijão-caupi foram descritas: 

Bradyrhizobium manausense (SILVA et al., 2014) e Microvirga vignae (RADL et al, 2014), 

ambas isoladas de solos do Brasil. 

Além da ampla diversidade de rizóbios, bactérias endofíticas são isoladas de nódulos 

de diversas espécies de leguminosas, tais como, por exemplo, feijão-caupi (SOARES et al., 

2014), soja (LI et al., 2008), amendoim (ANZUAY et al., 2013; WANG et al., 2013) e 

Crotalaria incana (ASERSE et al., 2013). As bactérias endofíticas isoladas de nódulos 

normalmente pertencem aos gêneros Bacillus, Paenibacillus, Serratia, Stenotrophomonas, 

Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Burkholderia e Agrobacterium como indicado nas 

revisões de Dudeja et al. (2012) e Peix el at. (2015). Essas bactérias endofítcas de nódulos 

geralmente apresentam traços fisiológicos para promover do crescimento de plantas e podem 

melhorar a nodulação da planta quando co-inoculadas com o rizóbo espécifico (SARR et al., 

2010; TARIQ et al., 2012; SÁNCHEZ et al., 2014).  

Embora esforços tenham sido feitos para conhecer a identidade taxonômica de 

bactérias associadas aos nódulos de feijão-caupi no Brasil (ZILLI et al., 2006; GUIMARÃES 

et al., 2012; SILVA et al., 2012; JARAMILLO et al., 2013;), pouco é conhecido sobre essa 

diversidade em solos do semiárido (RADL et al., 2014), especialmente em áreas 

tradicionalmente cultivadas com a cultura. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi 
caracterizar uma coleção de bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi de solos do 

semiárido do Brasil.   
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3.4 MATERIAL E MÉTODOS 

3.4.1 Origem dos isolados 

Os 86 isolados bacterianos utilizados neste estudo (Tabela 1) foram obtidos de 

levantamento anterior (LEITE et al., 2009) à partir de nódulos de diferentes cultivares de 

feijão-caupi (IPA 206, BRS Pujante, BRS Marataoã, Canapu roxo e Sempre verde) comuns 

em pequenas propriedades agrícolas na região do Submédio do Vale do São Fransciso, Brasil. 

Os isolados foram obtidos por meio de isolamento utilizando o meio de cultivo YMA 

conforme descrito em Leite et al., (2009). Os isolados representam distintos grupos 

fenotípicos presentes em solos de três pequenas propriedades agrícolas: A1 – área com cultivo 

de feijão-caupi no momento da coleta de solo localizada no município de Petrolina-PE, A3 – 

área com cultivo de feijão-caupi no momento da coleta de solo localizada no município de 

Juazeiro-BA e A4 – área sem histórico tradicional de cultivo de feijão-caupi, onde feijão-

caupi foi cultivado um ano antes da coleta de solo, localizada no município de Petrolina-PE 

(Leite et al., 2009). Os isolados estavam estocados em meio YM líguido (VINCENT, 1970) 

com 50% de glicerol a -70ºC na coleção de culturas do Laboratório de Ecologia Microbiana 

da Embrapa Agrobiologia.  

3.4.2 Extração de DNA 

Os isolados foram cultivados em meio YMA (VINCENT, 1970) a 28ºC. A extração de 

DNA foi feita à partir de colônias puras utilizando Wizard® Genomic DNA Purification Kit 

(Promega, USA). A extração seguiu as instruções do manual para extração de DNA genômico 

de bactérias Gram negativas. O protocolo consistiu numa estapa inicial de lise das células com 

adicão de 600 µl Nuclei Lysis Solution e incubação por 5 minutos a 80°C. Após a lise, 3 µl of 

RNase Solution foram adicionados e as amostras foram incubadas a 37°C por 15 minutos em 

temperatura ambiente. Uma etapa de limpeza foi realizada com adição de 200 µl  de Protein 

Precipitation Solution, incubação das amostras em gelo por 5 min e centrifugação a 16000 x g 

por 3 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL contendo 600 µl de 

isopropanol para precitipação do DNA. As amostras foram centrifugadas a 16000 x g e o 

sobrenadante descartado. O DNA foi lavado com 600 µl etanol 70% a 16000 x g. O etanol foi 

removido e o DNA secado em temperatura ambiente por 30 minutos. Após secagem, o DNA 

foi reidratado com 100 µl de Rehydration Solution. A quantidade e qualidade do DNA foi 

avaliada em espectrofotômetro NanoDrop (NanoDrop Technologies, USA). As amostras 

foram secas em equipamento de concentração à vácuo SpeedVac à 35ºC. O DNA desidratado 

foi transportado para o departamento Research Unit Environmental Genomics, no instituto 

Helmholtz Zentrum München (Munique, Alemanha), onde foram feitas as reações de 

amplificação (PCR) e sequenciamento.  

3.4.3 Amplificação (PCR) e sequenciamento do gene 16S rRNA 

O gene 16S rRNA foi amplificado usando os primers B27F (5′-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) e 1401R (5′-CGGTGTGTACAAGACCC-3′). As 

reações de PCR foram feitas em 50 µl contendo 2 µl de amostra do DNA (~10 ng), 0,20 µM 

de cada primer, 1× PCR buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl], 1,75 mM de 

MgCl2, 0,250 mM de cada dNTP, 0,05% de W-1 e 2U de Taq DNA polymerase (Cat. Nº 
18038-026, Invitrogen, USA). A amplificação teve uma etapa de desnaturação inicial a 95ºC 
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por 5 min; 30 ciclos de destnaturação a 94ºC por 45 s, anelamento a 56,5ºC por 45 s e 

extensão a 72ºC por 45 s; e extensão final a 72ºC por 5 min. Uma alíquota de 5 µl do produto 

da PCR foi aplicada em gel de agarose 1% e migrado por eletroforese. Os géis foram corados 

com brometo de etídeo, e foi visualizado em transluminador com luz ultravioleta. Os produtos 

de PCR foram purificados usando QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Germany) e 

preparados para sequenciamento usando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Life Technology, Germany) de acordo com as instruções do manual. Inicialmente o prodiuto 

da PCR do gene 16S rRNA de todos os isolados foram sequenciados com o primer B27F 

(acima de 650 pb sequenciados) para identificação dos gêneros bacterianos presentes na 

coleção. As sequências dos isolados identificados como do gênero Bradyrhizobium, por 

comparação no GenBank, foram também sequenciadas com o primer 1401R (descrito no item 

4.2.5), pois este foi o gênero mais frequente na coleção de isolados avaliados. O 

sequenciamento foi feito em sequenciador capilar ABI 3730 (Applied Biosystems, USA).  

3.4.4 Amplificação (PCR) dos genes simbióticos nifH e nodC 

Os genes nifH e nodC foram amplificados para os isolados identificados como 

Bradryzhiobium (dominante na coleção de isolados avaliados). O gene nifH foi amplificado 

com os primers nifHF (5′-TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA-3′) e nifHI (5′-

AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA-3′) (LAGUERRE et al., 2001). O gene nodC foi 

amplificado com os primers nodCF4 (5′-AYGTHGTYGAYGACGGATC-3′) e nodCI (5′-

CGYGACAGCCANTCKCTATTG-3′) (LEGUERRE et al., 2001). Para alguns isolados o 

primer nodCF (5′-AYGTHGTYGAYGACGGTTC-3′) substitui o primer nodCF4 (Laguerre et 

al., 2001). Para ambos os genes, a reação da PCR foi feita em volume final de 50 µl contendo 

2 µl de amostra do DNA (~10 ng), 0,40 µM de cada primer, 1 × PCR buffer [200 mM Tris-

HCl (pH 8.4), 500 mM KCl], 1.75 mM de MgCl2, 0,250 mM de cada dNTP, 0,05% de W-1 e 

2U de Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA, cat nº 18038-026). As condições de 

amplificação do gene nifH foram: desnaturação inicial a 95ºC por 5 min; 30 ciclos de 

desnaturação a 94ºC por 45 s, anelamento a 57ºC por 45 s e extensão a 72ºC por 45 s; e 

extensão final a 72ºC por 5 min. Para o gene nodC, as condições de amplificação foram as 

mesmas, mas sob 55ºC como temperatura de anelamento. As amostras foram preparadas para 

o sequenciamento da mesma forma estabelecida para o gene 16S rRNA no item 4.2.3. Os 

primers nifHI e nodCI foram usados para sequenciar os genes nifH e nodC, respectivamente. 

3.4.5 Análise das sequências 

O programa Sequence Scanner v1.0 (Applied Biosystems, USA) foi utilizado para 

verificar a qualidade das leituras e para edições das sequências, quando necessárias. A 

identificação dos isolados a nível de gênero foi feita comparando as sequências com as 

depositadas no GenBank usando o algoritimo BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast). As sequências foram alinhadas com as de estirpes 

tipo e referência de espécies relacionadas usando o programa CLUSTAL W e árvores 

filogenéticas foram construídas usando o programa MEGA 5.05 (TAMURA et al., 2011). O 

16S rRNA dos isolados identificados como Bradyrhizobium foi sequenciado no lado direto e 

reverso e o contig da sequência obtidos com o programa DNABASER v.3 

(http://www.dnabaser.com/). Para sequências do 16S rRNA, nifH e nodC dos isolados de 

Bradyrhizobium foram realizados testes de modelos de substituição de nucleotídeos feitos no 

MEGA5.05 para selecionar o modelo que melhor ajusta ao conjunto de sequências alinhadas. 

O modelo com menor valor BIC (Bayesian Information Criterion) foi selecionado para 

cálculo das distâncias na contrução das árvores filogénticas no MEGA5.05 usando Maximum-

Likelihood (ML) e Neighbor-Joining (NJ) com 500 e 1000 replicatas, respectivamente. 

http://www.dnabaser.com/
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.5.1 Identificação e diversidade dos isolados com base no 16S rRNA 

O potencial de aplicação tecnológica de bactérias diazotróficas em sistemas agrícolas 

ou florestais, principalmente na forma de inoculantes, desperta o interesse mundial pelo 

estudo de bactérias associadas à nódulos de leguminosas, pois podem provover o crescimento 

das plantas via fixação biológica de nitrogênio (HUNGRIA et al., 2013; BALDANI & 

BALDANI, 2005). Além das bactérias comumente chamadas de rizóbios, os nódulos são 

colonizados por uma diversidade de bactérias endófitcas (PEIX el at., 2015; DUDEJA et al., 

2012). Neste estudo, 86 bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi foram identificadas com 

base na sequência parcial do gene 16S rRNA (Tabela 1) e corresponderam a dois filos: 

Proteobactéria (83 isolados) e Actinobactéria (3 isolados).  

O filo Proteobactéria foi representado por 68 isolados na classe Alfaproteobactéria, 

relacionados aos gêneros Bradyrhizobium (54), Rhizobium (13) e Microvirga (1); nove 

isolados na classe Betaproteobactéria, identificados os gêneros Burkholderia (8) e Ralstonia 

(1) e seis isolados na classe Gamaproteobactéria distribuidos nos gêneros Acinetobacter (1), 

Cronobacter (3), Enterobacter (1) e Pantoea (1). O filo Actinobactéria foi representado por 

três isolados do gênero Leifsonia. Este resultado está de acordo com estudos prévios que 

reportam diversos gêneros associadas a nódulos de leguminosas (LI et al., 2008, HOQUE et 

al., 2011, ANZUAY et al., 2013, ASERSE et al., 2013, XU et al., 2014), reforçando o 

conhecimento que os nódulos integram o habitat de uma complexa comunidade de bactérias 

simbióticas e endofíticas (DUDEJA et al., 2012; PEIX el at., 2015) e (iii) que feijão-caupi 

estabelece simbiose com grupos diversos de bactérias. Embora testes de nodulação não 

tenham sido feitos neste estudo, quatro gêneros descritos como simbiontes de legumosas 

foram identificados (Bradyrhizobium, Rhizobium, Microvirga e Burkholderia). 

3.5.2 Isolados da classe Alfaproteobacteria 

Os gêneros Bradyrhizobium e Rhizobium representam a maioria dos isolados 

identificados na classe Alfaproteobactéria (Tabela 1). Neste estudo, os isolados identificados 

como Bradyrhizobium foram posteriormente caracterizados quanto à afiliação filogénetica 

com as espécies tipo descritas de Bradyrhizobium com base no genes 16S rRNA, nifH e nodC 

(Item 4.3.6). Treze isolados foram identificados como Rhizobium (Tabela 1); seis, com 

fragmento do 16S rRNA com mais de 1000 pares de base (pb) sequenciados, foram usados 

para construção de uma árvore filogenética com estirpes tipo e referência de Rhizobium 

(Figura 1). Os isolados J251-1, J452-8, obtidos de solo de Juazeiro e P112-3, P113-5 e P513-

6, obtidos de solo de Petrolina, foram agrupados com estirpes relacionadas à espécie 

Rhizobium etli. Os isolados J251-1 e J452-8 possuem 16S rRNA correspondente à estirpe 

Rhizobium sp. IE4771 (Tabela 1) e foram agrupados junto com a estirpe tipo CFN 42
T
. 

IE4771 é uma estirpe simbionte de feijão-comum isolada de uma vila localizada no semiárido 

do México, previamente indicada como Rhizobium etli (SILVA et al., 2003). Posteriormente, 

análise de filogenia aplicando análise de sequencia de multi-locus (MLSA) mostrou que 

IE4771 representa uma nova linhagem (PEL1) relacionada a Rhizobium etli e Rizobium 

phaseoli (RIBEIRO et al., 2013).  
 



 

 

Tabela 1. Identificação dos isolados obtidos de nódulos de feijão-caupi com base na sequência parcial do 16S rRNA (nt, nucleotídeos). Isolados 

indicados na mesma linha tiveram idêntico resultado do Blastn no NCBI. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast). 

Isolado Fonte  nt 

  

Sequência 16S RNA homologa no NCBI  

  Área Cultivar Descrição (similaridade %) Nº de acesso 

J151-2, J151-4, J153-1 A3 IPA206 1281 Bradyrhizobium sp. SCAUS01 (100) KF836030 

J251-2, J251-8 A3 BRS Pujante 1285 Bradyrhizobium sp. SCAUS01 (100) KF836030 

J351-1, J351-3, J351-7, J352-4, J352-6, J353-1, J353-5 A3 BRS Marataoã 1283 Bradyrhizobium sp. SCAUS01 (100) KF836030 

J451-11, J451-12, J453-1 A3 Canapu roxo 1270 Bradyrhizobium sp. JNVU CB4 (100) KJ871655 

J551-2, J551-5, J551-7, J551-9, J551-10, J551-11, 

J551-12, J552-1, J552-4, J552-6, J552-7, J552-10, 

J553-1, J553-3, J553-7, J553-9 

A3 Sempre verde 1280 Bradyrhizobium sp. SCAUS01 (99) KF836030 

J151-3, J153-2 A3 IPA206 1279 Bradyrhizobium sp. SUT-R74 (99) AB973682 

J253-3 A3 BRS Pujante 1283 Bradyrhizobium japonicum M-35 (99) KF995091 

J451-1, J451-2 A3 Canapu roxo 1276 Bradyrhizobium sp. SUT-R74 (100) AB973682 

J551-1 A3 Sempre verde 1288 Bradyrhizobium sp. SUT-R74 (99) AB973682 

J251-1 A3 BRS Pujante 1205 Rhizobium etli bv. mimosae IE4771 (99) CP006986 

J251-3 A3 BRS Pujante 1116 Rhizobium etli L9 (99) KJ438827 

J251-4 A3 BRS Pujante 702 Rhizobium etli bv. mimosae IE4771 (100) CP006986 

J252-3, J253-5 A3 BRS Pujante 1162 Burkholderia caribensis BRUESC127 (99) KF031517 

J252-5 A3 BRS Pujante 1166 Burkholderia metallica g33 (99) KM019869 

J351-5 A3 BRS Marataoã 718 Microvirga vignae BR10196 (99) JX504811 

J451-5, J452-1, J452-2 A3 Canapu Roxo 1165 Burkholderia caribensis BRUESC127 (100) KF031517 

J452-4 A3 Canapu Roxo 1177 Burkholderia sp. B18 (99) KF788040 

J452-8 A3 Canapu Roxo 1115 Rhizobium etli bv. mimosae IE4771 (100) CP006986 

J552-5 A3 Sempre verde 700 Rhizobium sp. KT38 (99) KJ734020 

J553-5 A3 Sempre verde 656 Rhizobium sp. Dz12 (100) AY210710 
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Tabela 1. Continua...      

P312-9 A1 BRS Marataoã 1278 Bradyrhizobium sp. SCAUS01 (100) KF836030 

P212-2, P212-7 A1 BRS Pujante 1277 Bradyrhizobium sp. SCAUS01 (100) KF836030 

P411-1, P411-7, P412-5, P413-2 A1 Canapu roxo 1280 Bradyrhizobium sp. SCAUS01 (99) KF836030 

P511-1, P511-2, P511-3, P511-4, P511-7, P513-2 A1 Sempre verde 1267 Bradyrhizobium sp. JNVU DC11 (99) KM016966 

P113-1 A1 IPA206 1276 Bradyrhizobium sp. H13-CR (99) AB601652 

P532-1 A1 Sempre verde 1284 Bradyrhizobium sp. PRNB-21 (99) HM125059 

P211-2 A1 BRS Pujante 1280 Bradyrhizobium sp. PRNB-21 (99) HM125059 

P112-3 A1 IPA 206 1173 Rhizobium etli PRF246 (99) AY117661 

P113-5 A1 IPA 206 1200 Rhizobium etli PRF126 (99) AY117660 

P211-1 A1 BRS Pujante 1201 Leifsonia sp. SAP711.6 (99) JX067673 

P211-4 A1 BRS Pujante 1143 Leifsonia sp. 06(2014) (99) KF922655 

P212-3 A1 BRS Pujante 1264 Ralstonia pickettii CNU082081 (100) KF979148 

P311-4 A1 BRS Marataoã 722 Rhizobium sp. 10L.11.4 (100) KJ128395 

P312-7 A1 BRS Marataoã 730 Burkholderia sp. CHNCT3 (100) EF471220 

P313-1 A1 BRS Marataoã 705 Rhizobium sp. 10L.11.4 (100) KJ128395 

P412-2 A1 Canapu Roxo 715 Leifsonia sp. 191aa (99) KJ607237 

P512-5 A1 Sempre verde 1076 Rhizobium petrolearium LW2 (98) JX042461 

P513-6 A1 Sempre verde 1072 Rhizobium etli PRF246 (99) AY117661 

P471-2 A4 Canapu roxo 1276 Bradyrhizobium elkanii C7-1780.(100) AB513451 

P171-1 A4 IPA 206 1197 Cronobacter pulveris E444 (99) EF059835 

P171-2 A4 IPA 206 1198 Cronobacter pulveris E443 (99) EF614996 

P171-5 A4 IPA 206 1273 Enterobacter ludwigii Z98 (99) KF835774 

P371-2 A4 BRS Marataoã 1175 Cronobacter helveticus LMG 23732 (99) NR_104980 

P372-5 A4 BRS Marataoã 1154 Rhizobium sp. 10L.11.4 (100) KJ128395 

P573-3 A4 Sempre verde 902 Pantoea sp. 1112 (98) KC236471 

P573-4 A4 Sempre verde 655 Acinetobacter sp. G215 (100) KJ948394 
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Os isolados P112-3, P113-5 e P513-6 agruparam com duas estirpes (PRF126 e 

PRF246) simbiontes de feijão-comum isoladas de uma área em Caruaru, Pernambuco, no 

Nordeste do Brasil (GRANGE & HUNGRIA, 2004). Por fim, o isolado J251-3 apareceu num 

ramo independente ligada ao grupo PEL1. É comum no semiárido do Brasil, em pequenas 

propriedades, o cultivo de feijão-caupi e feijão-comum em períodos alternados. Essa prática 

pode estar contribuindo para o estabelecimento de populações de rizóbio que nodulam ambas 

as culturas. A análise do 16S rRNA revelou que áreas de cultivo de feijão-caupi em Juazeiro e 

Petrolina abrigam bactérias filogeneticamente relacionadas à linhagem de Rhizobium sp. 

PEL1 e as estirpes PRF126 e PRF246, simbiontes de feijoeiro (Figura 1). Estas áreas podem 

abrigar estirpes que possam esclarecer as relações filogenéticas do grupo da linhagem PEL1. 

O isolado J351-5 foi identificado como Microvirga, com fragmento de 718 pb do 16S rRNA 

99% similar ao da estirpe Microvirga vignae BR10196 (Tabela 1).  

Figura 1. Árvore contruída com o método Neighbor-Joining com base no gene 16S rRNA 

(1015 pb) mostrando as relações filogenéticas entre bactérias isoladas de nódulos de 

feijão-caupi e estirpes tipo e referência de Rhizobium. Os valores de bootstrap foram 

calculados com base em 1000 replicatas e são indicados quando ≥50%. Microvirga 

vignae foi usada como outgroup. Bar, 1 substituição a cada 100 bases. 

 

O gênero Microvirga foi proposto por Kanso & Patel (2003) ao descrever uma 

bactéria isolado de lago de águas termais. Recentemente, quatro espécies pertencentes a este 

gênero foram descritas como simbiontes de leguminosas: Microvirga lupini e Microvirga 

lotononidis, simbiontes de Lupinus texensis, Microvirga zambiensis, simbionte de Listia 

angolensis (ARDLEY et al., 2012) e Microvirga vignae, isolada de nódulos de feijão-caupi 

(RADL et al., 2014). M. vignae foi isolada de solos do Nordeste do Brasil (RADL et al., 
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2014) e a estirpe tipo (BR3299
T
) mostrou ser eficiente para promover a nodulação em feijão-

caupi (MARINHO et al., 2014). 

3.5.3 Isolados da classe Betaproteobacteria 

O sequenciamento parcial do 16S rRNA mostrou que nove isolados são membros da 

classe Betaproteobactéria pertencendo aos gêneros Burkholderia (J252-3, J252-5, J253-5, 

J451-5, J452-1, J452-2, J452-4 e P312-7) e Ralstonia (P212-3). Análise de filogênia do 16S 

rRNA mostrou que os isolados J252-3, J253-5, J451-5, J452-1 e J452-2 são relacionados às 

estirpes de Burkholderia simbiontes de leguminosas e altamente semelhantes (bootstreap 

100%) à estirpes referência de Burkholderia caribensis (Figura 2). Já os isolados J252-5 e 

J452-4 foram agrupados dentro do clade Bcc (Burkholderia cepacia-complex) numa brecha 

associada às espécies B. cepacia, B. cenocepacia e B. metallica. O isolado P312-7, não 

incluído nesta análise, por conta do curto fragmento de 16S rRNA sequenciado (730 pb), 

também foi agrupado junto com J252-5 e J452-4 numa análise independende (dado não 

mostrado).  

 
 

Figura 2. Árvore contruída com o método Neighbor-Joining com base no gene 16S rRNA 

(1120 pb) mostrando as relações filogenéticas entre bactérias isoladas de nódulos de 

feijão-caupi e algumas estirpes tipo e referência dos gêneros Burkholderia e Ralstonia. 

Os valores de bootstrap foram calculados com base em 1000 replicatas e são indicados 

quando ≥50%. A estirpe tipo MWAP64T da espécie Burkholderia caribiensis não foi 

isolada de nódulo de leguminosa. Bcc: Burkholderia cepacia-complex.  Bar, 1 

substituição a cada 100 bases. 
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Moulin et al. (2001) foram pioneiros em identificar que espécies de Burkholderia, 

membros da classe Betaproteobactéria, nodulam leguminosas. Burkholderia spp. são típicos 

simbiontes de Mimosa spp. (BOURNAUD et al., 2013) e são batéricas mais associadas a 

espécies de Miomsa na região central do Brasil (BONTEMPS et al., 2010). Guimarães et al. 

(2012) caracterizaram uma coleção de 119 bactérias isoladas de nódulos de feijão-caupi de 

solos da Amazônia e identificaram uma estirpe de Burkholderia  (UFLA 03-216). Após teste 

de nodulação, os autores categorizaram a estirpe como nodulante de feijão-caupi, mas 

ineficiente para promover a massa da parte área da planta.  

O isolado P212-3 foi identificado como Ralstonia pickettii. Sarr et al. (2009) isolaram 

uma estirpe de Ralstonia (TSC1) de nódulo de feijão-caupi filogeneticamente associada a 

Ralstonia pickettii. Posteriormente, foi mostrando que a estirpe TSCI não induz nódulos em 

feijão-caupi, mas é capaz de colonizar as raízes e nódulos (SARR et al., 2010). Cupriavidus 

taiwanensis (sinônimo Ralstonia taiwanensis) é o simbionte predominantes em nódulos de 

Mimosa spp em Taiwan (CHEN et al., 2003). Recentemente, Cupriavidus necator foi 

identificado como uma espécie nodulante de diversas leguminosas, incluindo feijão-caupi 

(SILVA et al., 2012). Até o momento, não há registros que outras espécies do gênero 

Ralstonia sejam simbiontes indutores de nódulos em leguminosas. 

3.5.4 Isolados da classe Gamaproteobacteria 

Os isolados P171-1, P171-2, P171-5, P371-2, P573-3 e P573-4 foram obtidos de solo 

sem longo histórico de feijão-caupi e são membros da classe Gamaproteobactérias. O 

resultado da análise de Blast mostrou que os isolados P171-1 e P171-2 possuem 16S rRNA 

correspondente a espécie Cronobacter pulveris e o isolado P371-2 a espécie Cronobacter 

helveticus, ambos com 99% de similaridade do 16S rRNA com os das estirpes referência 

(Tabela 1). Cronobacter pulveris e Cronobacter helveticus, anteriormente membros do gênero 

Enterobacter, são espécies filogeneticamente realacionadas (espécies “irmãs”) (BRADY et 

al., 2013) e foram recentemente reclassificadas para o novo gênero Franconibacter 

(STEPHAN et al., 2014).  

Aserse et al. (2013) isolaram uma estirpe de Cronobacter dublinensis de nódulo de 

Crotalaria incana, o que indica, junto com o resultado deste estudo, que Cronobacter spp. são 

parte da comunidade de bactérias associadas à nódulos. O isolado P171-5 foi identificado 

como Enterobacter ludwigii. E. ludwigii já foi isolado de nódulos de amendoim na China 

(WANG et al., 2013). Embora, estirpes de E. ludwigii são conhecidas como promotoras do 

crescimento de plantas (SHOEBITZ et al., 2009) é desconhecido a capacidade de membros 

desta espécie para promover a simbiose rizóbio-leguminosa. Finalmente, os isolados P573-3 e 

P573-4 foram identificados como Pantoea sp. e Acinetobacter sp, respectivamente.  

Os gêneros Acinetobacter, Cronobacter, Enterobacter e Pantoea são conhecidos como 

endófitos (SCHMID et al., 2009; CHAUDHARY et al., 2012; LIMA et al., 2014) e 

promovem o crescimento de plantas (SHI et al., 2011; QUECINE et al., 2012; NAVEED et 

al., 2014). Estes gêneros já foram isolados de nódulos de diversas leguminosas como feijão-

caupi (SOARES et al., 2014), amendoim (ANZUAY et al., 2013), soja (LI et al., 2008), 

Acacia spp. (HOQUE et al., 2011) e Crotalaria incana (ASERSE et al., 2013). Bactérias 

endofíticas isoladas de nódulos podem promover a simbiose e o crescimento da planta quando 

co-inoculadas com os rizóbios específicos (TARIQ et al., 2012; SÁNCHEZ et al., 2014). 

Reações de PCR utilizando primers nodCI/nodCF para o gene nodC (LAGUERRE et. al., 

2001) e PolF/PolF para nifH (POLY et al., 2001) foram feitos para identificar estes genes e 

deram resultados negativos para estes isolados de Gamaproteobacteria. Testes de inoculação 
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na planta serão necessários para avaliar a afinidade associativa destes isolados com feijão-

caupi.  

3.5.5 Isolados do gênero Leifsonia (Actinobacteria)  

Os isolados P211-1 e P211-4, obtidos de nódulos do cultivar BRS Pujante, e P412-2 

do cultivar Canapu Roxo, foram identificados como do gênero Leifsonia, com 16S rRNA 99% 

similar a diferentes estirpes (Tabela 1). Estirpes de Leifsonia já foram isoladas de nódulos de 

feijão-comum (CARDOSO et al., 2012), siratro (SILVA, 2012) e Clitoria terantea (NUNES, 

2013). A figura 3 mostra as relações filogenéticas, com base no 16S rRNA, entre estirpes tipo 

e referência do gênero Leifsonia e estirpes isoladas de nódulos de leguminosas (●) deste 

estudo e dos estudos de Cardoso te al. (2012) e Nunes (2013). Adicionalmente, foram 

incluídas na análise três estirpes [06(2014), 10(2014), e 24(2014)] isoladas de solo rizosférico 

e raíz de sisal (Agave sisalana) na região semiárida da Bahia (SANTOS et al., 2014).  

 

 

Figura 3. Árvore contruída com o método Neighbor-Joining com base no gene 16S rRNA 

(965 pb) mostrando as relações filogenéticas entre bactéria isoladas de nódulos de 

feijão-caupi e estirpes tipo e referência dos gêneros Leifsonia. Os valores de bootstrap 

foram calculados com base em 1000 replicatas e são indicados quando ≥50%. Bar, 1 

substituição a cada 1000 bases. “●”, estirpes isoladas de nódulos. Sequências do 

isolados de Clitoria terantea gentilmente cedidas por Nunes (2013). 
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O resultado da análise indica que as estirpes de Leifsonia isoladas da região semiárida 

do Brasil de diferentes fontes (solo e hospedeiros) correspondem a um grupo de estirpes 

semelhantes (bootstrap de 98%). Estas estirpes formam um ramo filogeneticamente associada 

às espécies L. shinshuensis e L. xyli subsp. cynodontis e a estirpe Leifsonia sp. IPR-Pv515, 

isolada de nódulo de feijão-comum (CARDOSO et al., 2012). Leifsonia xyli é um conhecido 

patógeno de cana-de-açúcar que causa o raquitismo da soqueira (MONTEIRO-VITORELLO 

et al., 2004). No entanto, Santos et al. (2014) mostraram que estirpes do gênero Leifsonia 

promovem o crescimento de raízes de pepino. Assim como os isolados da classe 

Gamaproteobactéria identificados neste estudo, a natureza associativa das estirpes de 

Leifsonia com feijão-caupi precisa ser esclarecida. 

3.5.6 Isolados de Bradryhizobium spp. 

A maioria dos isolados (62%) foram identificados como Bradyrhizobium (Tabela 1 e 

2). Até o momento não há registros da identidade taxonômica de estirpes Bradyrhizobium de 

áreas de cultivos de feijão-caupi no semiário do Brasil. Por isso, decidiu-se seguir uma análise 

mais detalhada das realações filogenéticas dos isolados deste gênero com base nos genes 16S 

rRNA, nifH e nodC. 

Sequências do gene 16S rRNA dos 54 isolados de Bradryhizobium com 1220 

nucleotídeos foram alinhados com as de estirpes tipo de Bradyrhizobium para construção da 

árvore filogenética usando o método Maximum likelihood. Após análise filogenética cinco 

tipos de 16S rRNA (I, II, III, IV e V), com 100% de similaridade, foram identificados e 

distribuídos dentro dos dois grandes grupos de Bradyrhizobium previamente descritos 

(MENNA et al., 2009) (Figura 4). O 16S rRNA tipo I correspondeu o maior grupo com 44 

isolados (Tabela 2). Os isolados representantes deste grupo (P212-7 e J151-4) são 

filogeneticamente relacionados à Bradyrhizobium yuanmingense, espécie isolada de 

Lespedeza cuneata, com similaridade de 99,7% do gene 16S rRNA. O tipo II representa um grupo 

de seis isolados (J151-3, J153-2, J253-3, J451-1, J451-2 e J551-1) relacionados à 

Bradyrhizobium liaoningense e Bradyrhizobium daqingense, ambos isolados de soja, com 

100% e 99,9% de similaridade, respectivamente. Os tipos III (P113-1) e IV (P211-1 e P532-1) 

são filogeneticamente associados à Bradyrhizobium ingae e Bradyrhizobium iriomotense, 

isolado de Inga laurina e Entada koshunensis, respectivamente. O isolado P471-2 representa 

o 16S rRNA tipo V foi agrupado no grande grupo II de Bradyrhizobium associado a 

Bradyrhizobium pachyrhizi e Bradyrhizobium elkanii com similaridade maior que 99%.  

O feijão-caupi é tradicionalmente cultivado no Norte e Nordeste do Brasil e, mais 

recentemente, no Centro-Oeste. A identidade genética de estirpes de Bradyrhizobium isoladas 

de feijão-caupi no Brasil já foi identificada em isolados obtidos de solos do Cerrado e 

Amazônia (ZILLI et al., 2006; GUIMARÃES, 2012, 2013; SILVA et al., 2012; JARAMILLO 

et al., 2013; OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2014). Para o Nordeste, somente o estudo de Radl 

et al. (2014) reporta a identidade de rizóbio que nodula feijão-caupi na região semiárida. No 

presente estudo 54 bactérias de crescimento lento foram identificadas como Bradyrhizobium. 

A maioria foi agrupada dentro do subgrupo de espécies relacionadas à Bradyrhizobium 

japonicum, grande parte filogeneticamente associada à Bradyrhizobuim yuanmingense.  
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Tabela 2. Linhagens de Bradyrhizobium isoladas de nódulos de feijão-caupi de solos de 

Juazeiro-BA (J) e Petrolina-PE (P) com base nos genes 16S rRNA, nifH e nodC. 

Isolado 16S 

rRNA  

nifH  nodC  Espécie de Bradyrhizobium 

filogeneticamente relacionada* 

J151-4 I Ia I B. yuanmingense 

J251-2 I Ia I 

J351-1, J352-4 I Ia I 

J451-12 I Ia I 

J551-2, J552-7, J553-1, J551-

10, J552-6, J551-7 

I Ia I 

J551-11, J553-7 I Ia I 

J552-4, J553-3 I Ia I 

J552-1 I Ia I 

J352-6 I Ib I 

J351-3 I Ib I 

J551-5 I Ib I 

J552-10, J553-9, J551-12 I Ib I 

J153-1 I Ib I 

J151-2 I II II 

J251-8 I II II 

J351-7, J353-1, J353-5 I II II 

J451-11, J453-1 I II II 

J551-9 I II nd 

J151-3 II III nd B. liaoningense/B. daqingense 

J153-2 II III III 

J253-3 II III III 

J451-1 II III III 

J451-2 II III nd 

J551-1 II III nd 

P212-7 I Ia I B. yuanmingense 

P312-9 I Ia I 

P411-7, P412-5 I Ia I 

P511-7 I Ia I 

P212-2 I II II 

P411-1, P413-2 I II II 

P511-2, P511-3, P511-4, P513-2 I II II 

P511-1 I II nd 

P113-1 III II II B. ingae/B. iriomotense  

P532-1 IV V nd B. ingae/B. iriomotense  

P211-2 IV V IV 

P471-2 V V V B. elkanii/B. pachyrhizi 

*Com base na reconstrução filogenética usando o método Maximum likelihood (Figura 1). 
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Figura 4. Árvore mostrando as relações filogenéticas entre estirpes representativas dos 

grupos I a V de Bradyrhizobium isoladas de nódulos de feijão-caupi e estirpes tipo (T) 

de Bradyrhizobium com base no gene 16S rRNA (1220 pb). A árvore foi construída 

com o método de Maximum likelihood (ML). Os valores de bootstrap foram 

calculados com base em 500 replicatas e são indicados quando ≥50%. Brechas com 

circulo preto mostraram valores de bootstrap ≥50% em análise independente usando o 

método de neighbor joining. Bar, 5 substituições a cada 100 bases. J: Juazeiro-BA e P: 

Petrolina-PE, Brasil. Microvriga vignae BR3299T foi usada como outgroup.  
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zona semiárida do Sub-Saara Africano, estirpes filogeneticamente associadas à B. 

yuanmingense e B. daqingense foram frequentes em nódulos de feijão-caupi, Vigna radiata e 

amendoim (GRÖNEMEYER et al. 2014). As espécies B. yuanmingense, B. liaoningense e B. 

daqingense são filogeneticamente próximas (Figura 3). Krasova-Wade et al (2014) analisaram 

327 nódulos de feijão-caupi no Senegal e encontraram que 90% eram colonizados por 

Bradryhizobium com sequência do ITS (espaço intergênico entre 16S rRNA e 23S rRNA) 

filogeneticamente associado às espécies B. yuanmingense, B. daqingense and B. arachidis. 

Na Índia, Appunu et al. (2009) identificaram que B. yuanmingense é o simbionte dominante 

em nódulos de feijão-caupi em solos com mais de 100 anos de histórico de cultivo com a 

espécie.  

Um resultado interessante neste trabalho de Appunu et al. (2009) é que a diversidade 

intra-específica, ou seja, às diferenças genéticas entre as estirpes B. yuanmingense, foi muito 

baixa, indicando que possivelmente tenha ocorrido uma coevolução onde feijão-caupi teria 

selecionando um grupo especifico de Bradyrhizobium. Neste estudo, 54 isolados foram 

caracterizados e identificados como Bradyrhizobium (Tabela 2). Destes 53 foram obtidos de 

solos com histórico de mais de 10 anos de cultivo com feijão-caupi. Cinquenta isolados 

obtidos destas duas áreas foram agrupados no clade yuanmingense-liaoningense-daqingense, 

destes 44 estritamente ligados a B. yuanmingense. Como o gene 16S rRNA tem baixa 

resolução para identificação de espécies do gênero Bradyrhizobium (WILLEMS et al., 2001), 

análises filogenéticas envolvendo outros genes (RIVAS et al., 2009) serão necessárias para 

identificar que táxon estes isolados representam.  

Em consideração a importância do feijão-caupi na agricultura no Brasil, até 2011 

somente o trabalho de Zilli et al. (2006) trouxe informações à respeito da identidade genética 

e relações filogéticas de bactérias que nodulam feijão-caupi no Brasil. No entanto, este 

cenário está mudando. Esforços têm sido feitos para conhecer a diversidade de rizóbio que 

nodula feijão-caupi no Brasil, principalmente em solos nos biomas Amazônia e Cerrado 

(ZILLI et al., 2006, GUIMARÃES, 2012, 2013; SILVA et al., 2012, 2014; JARAMILLO et 

al., 2013, OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2014). Guimarães et al. (2012) avaliaram uma 

coleção de 119 isolados e identificaram que estirpes de Bradyrhizobium de feijão-caupi 

isoladas de solos no oeste da Amazônia pertencem à diferentes espécies, a maioria 

relacionada à B. elkanii. Posteriormente, estirpes desta área foram indicadas como um novo 

táxon de Bradyrhizobium, para o qual o nome Bradyhrizobium amazonense foi proposto 

(GUIMARÃES, 2013). Silva et al (2014) também caracterizaram a diversidade de 

Bradyrhizobium de solos da Amazônia e encontraram um grupo de estirpes que 

representavam uma nova espécie, Bradyrhizobium manausense. Em solos do Cerrado no 

Piauí, Zilli et al (2004) identificaram que, estirpes relacionadas a B. elkanii são dominantes 

em nódulos de feijão-caupi em áreas sem histórico de cultivo. Neste estudo, somente o 

isolado P471-2 foi associado a B. elkanii, e foi obtido, também, de solo sem histórico 

frequente de cultivo de feijão-caupi. 

Relações filogenéticas dos isolados com base nas ilhas simbióticas foram investigadas 

usando os genes nifH e nodC e são apresentadas nas figuras 5 e 6. Para o gene nifH foram 

obtidas 54 sequências e para o gene nodC foram obtidas 48 sequências. 
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Figura 5. Árvore mostrando as relações filogenéticas entre 54 isolados obtidos de nódulos de 

feijão-caupi e estirpes tipo (T) de Bradyrhizobium com base no gene nifH (489 pb). A 

árvore foi construída com o método de Maximum likelihood (ML). Os valores de 

bootstrap foram calculados com base em 500 replicatas e são indicados quando ≥70%. 

Brechas com circulo preto mostraram valores de bootstrap ≥70% em análise 

independente usando o método de neighbor joining. Bar, 2 substituições a cada 100 

bases. J: Juazeiro-BA e P: Petrolina-PE, Brasil. Os códigos Ia, Ib, II, III, IV e V 

representam diferentes linhagens do gene nifH. 
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Figura 6. Árvore mostrando as relações filogenéticas entre 48 isolados obtidos de nódulos de 

feijão-caupi e estirpes tipo (T) de Bradyrhizobium com base no gene nodC (411 pb). A 

árvore foi construída com o método de Maximum likelihood (ML). Os valores de 

bootstrap foram calculados com base em 500 replicatas e são indicados quando ≥70%. 

Brechas com circulo preto mostraram valores de bootstrap ≥70% em análise 

independente usando o método de neighbor joining. Bar, 5 substituições a cada 100 

bases. J: Juazeiro-BA e P: Petrolina-PE, Brasil. Os códigos I, II, III, IV e V 

representam diferentes linhagens do gene nodC. 
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O gene nifH dos 54 isolados foi equenciado e fragmentos de 489 nucleotídeos foram 

alinhados com as sequências de estirpes tipo de Bradyrhizobium. Após análise filogenética, 

usando o método Maximum likelihood, cinco linhagens (I, II, III, IV, V) foram definidas 

(Figura 5). Os 44 isolados com 16S rRNA tipo I (Tabela 2) foram separados em duas 

linhagens (I e II). A linhagem I reuniu 28 isolados com similaridade mínima de 96,5% e 

dividida em dois subgrupos: Ia, com 21 isolados obtidos de solos de Juazeiro e Petrolina com 

nifH 100% similar e Ib, com sete isolados de Juazeiro separados em três brechas fortemente 

relacionadas (bootstrap 99%) com nifH 98,5% similar. A linhagem II corresponde a um grupo 

de 16 isolados com 16S rRNA tipo I e o isolado P113-1, 16S rRNA tipo III, com sequência do 

gene nifH 100% similar. As linhagens I e II foram agrupadas num grande grupo com a espécie 

Bradyrhizobium yuanmingense e seis espécies de Bradyrhizobium isoladas de soja. A 

linhagem III correspondeu seis isolados obtidos de solo de Juazeiro com gene nifH 100% 

similar e formaram uma brecha vizinha a recente espécie descrita Bradryhizobium arachidis, 

isolada de amendoim na China (WANG et al., 2013). Os isolados P532-1 e P211-2 

compartilham 97,8% de similaridade do nifH e formaram a linhagem IV numa brecha 

associada à linhagem III e a espécie Bradryhizobium arachidis. O isolado P471-2, único no 

grupo II de Bradyrhizobium (Figura 4), formou uma brecha independente.   

Depois de várias tentativas usando as combinações de primer nodCF/nodCI e 

nodCF4/nodCI (LAGUERRE et al., 2001) o gene nodC não foi amplificado para os isolados 

J151-3, J451-2, J551-1, J551-9, P511-1 e P532-1. Para os demais 48 isolados, o nodC foi 

sequenciado e fragmentos de 411 nucleotídeos foram comparados com de estirpes tipo de 

Bradyrhizobium. Semelhante ao nifH, cinco linhagens (I, II, III, IV e V) foram identificadas 

(Figura 6). A linhagem I agrupou a maioria (28) dos isolados com 16S rRNA tipo I com 

similaridade mínima de 98,2% entre os isolados. Os demais isolados (14) com 16S rRNA tipo 

I foram agrupados juntamente com o isolado P113-1 (16S rRNA tipo III) na linhagem II, com 

nodC 100% similar e relacionado ao da espécie Bradyrhizobium yuanmingense. Os isolados 

J153-2, J253-3 e J451-1 possuem nodC 100% similar e filogeneticamente associado à espécie 

Bradyrhizobium arachidis. P211-2 corresponde à linhagem IV e formou uma brecha isolada 

ligada ao grande grupo onde estão incluídas as linhagens I, II e III. O isolado P471-2 

(linhagem V) formou um ramo independente relacionado às espécies Bradryhizobium elkanii 

e Bradyrhizobium pachyrhizi, isoladas de soja e Pachyrhizus erosus, respectivamente.  

Em estudo realizado por Menna & Hungria (2011), a árvore construída com o gene 

nifH foi consistente com as árvores do genes da nodulação nodA, nodZ e nodY/K. Neste 

estudo, as árvores filogenéticas dos genes nifH e nodC tiveram topologia similar, sendo os 

isolados distribuídos, em ambos os casos, em cinco linhagens (I, II, III, IV e V). As árvores 

dos genes nifH e nodC foram correspondentes entre si e com a árvore do 16S rRNA. A única 

exceção foi o isolado P113-1, que possui 16S tipo III, mas os genes na simbiose, nifH e nodC, 

correspondem a linhagem II. Isso indica que P113-1 tenha provavelmente adquirido estes 

genes por transferência lateral, evento identificado entre estirpes de Bradyrhizobium 

(MENNA & HUNGRIA, 2011). Juntos, estes resultados suportam a teoria na origem 

monofilética dos genes simbióticos em Bradyrhizobium e distribuição via tranferência lateral 

(MENNA & HUNGRIA, 2011). As linhagens I e II dos genes nifH e nodC reúnem todos os 

isolados com 16S rRNA tipo I, sendo aqueles relacionados a B. yuanmingense. Análise de 

similaridade mostrou que as sequências dos genes nifH e nodC do isolados 16S rRNA tipo I 

possuem nifH mais similar a estirpe tipo de B. yuanmingense, simbionte de Lespedeza 

cuneata e que não nodula soja (YAO et al., 2002); e o gene nodC mais próximo do conjunto 

das espécies de Bradyrhizobium isoladas de nódulos de soja: B. daqingense, B. diazoefficiens, 

B. huanghuaihaiense, B. japonicum, B. ottawaense.  

 



 31 

Tabela 3. Similaridade dos genes nifH e nodC entre isolados de Bradyrhizobium com 16S 

rRNA tipo I e estirpes tipo de Bradryhizobium. 

Linhagem B. yuanmingense
T
 Espécies de soja* 

  nifH nodC nifH nodC 

I 93,60% 90,70% 91,30% 92,60% 

II 90,40% 90,30% 88,60% 91,10% 

B. yuanmingense
T
 - - 91,40% 93,30% 

* B. daqingense, B. diazoefficiens, B. huanghuaihaiense, B. japonicum, B. ottawaense. 
 

 

Os isolados da linhagem III possuem ilha simbiótica relacionada à da estirpe de B. 

arahidis, isolada de nódulo de amendoim. As linhagens IV e V não agruparam com nenhuma 

estirpe tipo de Bradyrhizobium e representam novas linhagens. A presença de 

Bradryhizobium com diferentes linhagens de nifH e nodC  indica a possível existência de 

diferentes simbiovares de Bradyrhizobium que nodulam feijão-caupi em áreas do semiárido 

do Brasil, essencialmente na espécie B. yuanmingense. Ensaios de nodulação em diferentes 

hospedeiros serão necessários para confirmar esta hipótese.  
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3.6 CONCLUSÕES 

Nódulos de feijão-caupi são colonizados por bactéria dos gêneros Acinetobacter, 

Bradyrhizobium, Burkholderia, Cronobacter, Enterobacter, Leifsonia, Microvirga, Pantoea, 

Ralstonia e Rhizobium.  

 

Cinco linhagens de Bradyrhizobium foram identificadas em área de cultivo de 

feijão-caupi em Juazeiro-BA e Petrolina-PE, cidades localizadas no semiárido brasileiro.  

 

A maioria das estirpes de Bradyrhizobium em áreas com longo histórico cultivo de 

feijão-caupi em Juazeiro-BA e Petrolina-PE são filogeneticamente relacionadas à espécie 

Bradyrhizobium yuanmingense.  
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4. CAPÍTULO II 

DIVERISADE DE BACTÉRIAS ASSOCIADAS AOS NÓDULOS DE 

CULTIVARES DE FEIJÃO-CAUPI [Vigna unguiculata (L.) Walp] 

ANALIZADAS POR PIROSEQUENCIAMENTO 
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4.1 RESUMO 

Feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma leguminosa de baixa especificidade 

hospedeira que pode interair com uma larga diversidade de bactérias como mostrado por 

diversos isolamentos de bactérias dos nódulos. Todavia, estratégias dependentes de cultivo 

podem limitar o acesso às frações da comunidade de bactérias de amostras ambientais. O 

objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade das comunidades bacterianas associadas aos 

nódulos de feijão-caupi usando método independente de cultivo. Os cultivares BRS Pujante e 

BRS Acauã foram cultivados em um Argissolo Amarelo sem histórico se cultivo de feijão-

caupi. Aos 35 dias após a germinação, nódulos (N) foram coletados. Amostra de solo (BS) e 

solo rhizosférico (RS) foram coletado na produndidade de 0-20 cm. O DNA das amostras foi 

extraído para análises das comunidades bacterianas usando 454 pirosequenciamento do gene 

ribossomal 16S rRNA. O seqüenciamento parcial do gene 16S rRNA das comunidades 

bacterianas mostraram uma alta diversidade distribuídos nos três ambientes (BS, RS e N). As 

comunidades bacterianas associadas aos nódulos foram significativamente diferentes (p> 

0,01) das comunidades de bactérias que cercam os nódulos (LS e RS). Nas amostras BS e RS, 

os filos Actinobacteria, Bacteriodetes, Proteobacteria foram os grupos mais abundantes. Em 

nódulos, os filos Proteobacteria e Bacteriodetes foram dominantes, com 

Gammaproteobacteria (58,8%) e Alphaproteobacteria (37,4%) como as classes mais 

representantes no filo Proteobacteria e Flavobacteriia (84,8%) e Sphingobacteriia (10,9%) as 

classes mais dominantes no filo Bacteriodetes. Em nível de gênero, Chryseobacterium, 

Entreobacter e Bradyrhizobium foram predominantes em todas as amostras de nódulos, com 

Chryseobacterium mais abundante nos nódulos de BRS Acauã e Enterobacter nos nódulos de 

BRS Pujante. 

 

Palavras-chave: Nódulos de leguminosas. Diversidade. Comunidades de bactérias. Rizóbio. 
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4.2 ABSTRACT 

Cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp] is a low host specificity legume that can nodulate with 

a large bacteria diversity as reveled by several bacterial isolations from nodules. However, 

culture-dependent methods can select fraction of the bacterial community from environmental 

samples. Culture-independent methods can overcome the culture-dependent methods to acess 

bacterial communities. The aim of this study was to evaluate the bacterial diversity 

communities associated to cowpea root nodules using independent method of cultivation. The 

BRS Pujante and BRS Acauã cropped in a Ultisol without history record with cowpea 

cultivation. At 35 days after germination, nodules (N) were collected from the roots. Soil (BS) 

and rhizospheric soil (RS) were sampled in a 0-20 cm deep. The samples were subjected to 

DNA extraction and the bacterial communities were accessed by using 454 pyrosequencing of 

16S rRNA ribosomal gene. The partial 16S rRNA sequencing of bacterial communities 

showed a high diversity distributed in the three environments (BS, RS and N). Bacterial 

communities associated to nodules were significantly different (p> 0.01) from the bacterial 

communities surrounding the nodules (LS and RS). In the BS and RS samples, 

Actinobacteria, Bacteriodetes, Proteobacteria were the most abundant phylum. In nodules, 

Proteobacteria and Bacteriodetes were dominant phylum, with Gammaproteobacteria (58.8%) 

and Alphaproteobacteria (37.4%) as the manjor representatives classes in Proteobacteria and 

Flavobacteriia (84.8%) and Sphingobacteriia (10.9%) the most dominant classes in 

Bacteriodetes. In a genus leval, Chryseobacterium, Entreobacter and Bradyrhizobium were 

predominant in all nodules samples, with Chryseobacterium more abundant in BRS Acauã 

and Enterobacter in BRS Pujante nodules. 

 

Keywords: Legume root nodules. Diversity. Bacterial communities. Rhizobia.  
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4.3 INTRODUÇÃO 

Rizóbios são bactérias do solo que podem interagir simbioticamente com plantas 

leguminosas através da indução da formação de nódulos nas raízes ou caule. Nos nódulos, a 

bactéria converte o nitrogênio atmoférico em amônia, forma assimilável pela planta, e recebe, 

da planta, compostos orgânicos para o metabolismo da célula bacteriana (UDVARDI & 

POOLE, 2013). As bactérias que podem induzir a formação de nódulos em leguminosas 

pertencem as classes Alphaproteobactéira (α-rizóbio) e Betaproteobactéria (β-rizóbio) 

(SAWADA et al., 2003). Na classe Alphaproteobactéira estão os gêneros clássicos de rizóbio 

Azorhizobium, Bradyrhizobium, Ensifer (=Sinorhizobium), Mesorhizobium e Rhizobium 

(PEIX et al., 2015).  

Mais recentemente, bactérias capazes de nodular leguminosas foram identificadas em 

outros gêneros da classe Alphaproteobactérias, como: Methylobacterium (SY et al., 2001), 

Devosia (RIVAS et al., 2003), Ochrobactrum (TRUJILLO et al., 2005), Phyllobacterium 

(VALVERDE et al., 2005), Shinella (LIN et al., 2008), Aminobacter (MAYNAUD et al., 

2012), Microvirga (ARDLEY et al., 2012; RADL et al., 2014). Na classe Betaproteobactéria, 

a capacidade de induzir a formação de nódulos em leguminosas foi identificado nos gêneros 

Burkholderia (MOULIN et a., 2001) e Cupriavidus (CHEN et al., 2003) e nos últimos dez 

anos vem aumentando o números de espécies dos chamados beta-rizóbios. A diversidade de 

alpha e beta-rizóbios foi recentemente revisada por Peix et al. (2015) 

Além dos rizóbios, outras bactérias podem colonizar os nódulos como endofíticas 

(PANDYA et al., 2013). Um número crescente de bactérias endofíticas tem sido isoladas de 

nódulos de diversas leguminosas e pertencem a uma diversidade de gêneros tais como 

Arthrobacter, Bacillus, Dyella, Enterobacter, Herbaspirillum, Microbacterium, 

Micromonospora, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, Sphingomonas, Staphylococcus, 

Stenotrophomonas, Variovorax,  Xanthomonas (LI et al., 2008; HOQUE et al., 2011; 

ANZUAY et al., 2013; ASERSE et al., 2013; SOARES et al., 2014; DE MEYER et al., 

2015). Estas bactérias não induzem a nodulação, mas podem co-existir nos nódulos com o 

rizóbio (MURESU et al., 2008; PANDYA et al., 2013) e promover a simbiose entre a 

leguminosa e o rizóbio (TARIQ et al., 2012; SÁNCHEZ et al., 2014,).  

Tradicionalmente, bactérias de nódulos são isoladas usando o meio de cultivo YMA 

composto por manitol (fonte de carbono), extrato de levedura (fonde de nitrogênio) e sais 

minerais (FRED & WAKSMAN, 1928; VINCENT, 1970). Essa abordagem permitiu o 

isolamento e identificação de diversas bactérias simbióticas (SAWADA et al., 2003; PEIX et 

al., 2015) e endofíticas de nódulos (DUDEJA et al., 2012; DE MEYER et al., 2015), 

mostrando que os nódulos abrigam uma alta diversidade.  

Além dos métodos tradicionais de cultivo e isolamento de bactérias, o uso de técnicas 

independentes de cultivo podem auxiliar para pré-descrever a diversidade presente em 

amostras ambientais. Neste caso, o perfil e a identidade da comunidade bacteriana são 

avaliados com base em moléculas de DNA e RNA (FISCHER et al., 2011; VIDEIRA et al., 

2013). O gene 16S rRNA é mais frequentemente usado devido a larga base de dados para 

comparação. Neste caso, o uso de sequênciamento de alto desempenho, como 454 
pirosequenciamento do 16S rRNA, tem sido largamente usado para estudar a diversidade de 

comunidades microbianas de diferentes fontes ambientais, como solo (UROZ et al., 2010) e 

plantas (BODENHAUSEN et al., 2013).  
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O feijão-caupi [Vigna unguiculara (L.) Walp] é frequentemente cultivado em zonas 

tropicias (SINGH et al. 2003) e estabelece interação simbiótica com uma ampla diversidade 

de rizóbios (GUIMARÃES et al., 2012; ZHANG et al., 2008). Devido a baixa especificidade 

hospedeira, o feijão-caupi é muito usado como planta-isca para captura de rizóbio em estudos 

de diversidade (MARTINS et al., 1995; ZILLI et al., 2001; LEITE et al., 2009; GUIMARÃES 

et al., 2012; JARAMILLO et al., 2013). Essa baixa especificidade na interação com os 

rizóbios pode também refletir na interação com bactérias endófiticas de nódulos. 

Recentemente, diversas bactérais, potencialmente endofíticas, foram isoladas de 

nódulos de feijão-caupi (SARR et al., 2009; COSTA et al., 2013; JARAMILLO et al., 2013; 

SOARES et al., 2014) e podem representar uma fração da comunidade bacteriana associada 

aos nódulos com uso potencial para promoção do crescimento da planta (SARR et al., 2010). 

 

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de comunidades de 

bactérias associadas aos nódulos de cultivares de feijão-caupi em uma área sem histórico de 

presença da cultura usando técnica indendente de cultivo. 
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4.4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1 Desenho experimental e coleta de amostras de solo e nódulos 

Um experimento foi montado em campo num Argissolo Amarelo na Estação 

Experimental de Bebedouro, da Embrapa Semiárido, que fica na cidade de Petrolina, 

Pernambuco (09º09'S; 40º22'W). Essa área foi escolhida porque possui frequente rotação de 

culturas e sem histórico de cultivo de feijão-caupi, portanto sem influência do estímulo de 

feijão-caupi nas comunidades microbianas. Antes da implantação do experimento, a área tinha 

sido cultivada com melância. Amostras de solo foram coletadas na profundidade de 0-20 cm e 

analisadas segundo descrito em EMBRAPA (1997) e os resulados foram: pH (H2O)= 6,3; P= 

11,92 mg.dm
-3

; K= 0,33 mg.dm
-3

; Ca= 2,0 cmolc.dm
-3

; Mg
2+

= 0,4 cmolc.dm
-3

; Al
3+

= 0,05 

cmolc.dm
-3

; H+Al
3+

= 0,66 cmolc.dm
-3

; S= 2,78 cmolc.dm
-3

; CTC= 3,44 cmolc.dm
-3

; V= 81 

%; matéria orgânica: 6,3 g.kg
-1

. Para análise da diversidade de bactérias associadas aos 

nódulos de feijão-caupi, foram utilizadas as cultivares BRS Pujante e BRS Acauã. Estas duas 

cultivares foram melhoradas para as condiçoes da região do Submédio do Rio São Francisco e 

são contrastantes para os parâmetos de nodulção em condições de campo (MARINHO et al., 

2014). Cada cultivar correspondeu a um tratamento com quatro repetições distribuidas em 

blocos ao acaso. Sementes não inoculadas foram cultivadas em maio de 2013 em parcela 

experimental de 12 m
2
 com oito linhas de 3 m. Foi utilizado um espaçamento de 0,50 x 0,25 

entre as plantas. O experimento foi adubado com 20 kg de P2O5 ha
-1

, com superfosfato 

simples e 20 kg de K2O ha
-1

, com cloreto de potássio. Aos 35 dias após a emergência das 

plantas, durante o florescimento, 20 nódulos foram coletados de 4 plantas em cada parcela (5 

nódulos por planta). Amostras de solo rizósfério foram coletadas nas mesmas plantas. 

Amostra de solo fora da influência rizosférica (bulk soil) foram coletadas dentro de cada 

bloco na profundidade de 0-20 cm. As amostras de nódulos e solos foram mantidas 

refrigeradas até análises futuras.  

4.2.2 Extração de DNA 

Os nódulos foram desinfestados com álcool 70% por 1 minuto, seguido de imersão em 

hipoclorito de sódio 2% por 5 minutos e seis lavagens em água destilada e autoclavada. Em 

cada etapa os nódulos foram agitados vigorosamente. Uma aliquota de 100 ul da água da 

última lavagem foi inoculada em placas com meio YMA (VINCENT, 1970) e meio LB 

(BERTANI, 1952) para chegar a eficiência da desinfestação. Após a desinfestação, 20 

nódulos por amotras foram macerados em nitrogênio líquido. A extração de de DNA foi feita 

em duas replicatas com 0,5g cada de nódulo macerado. Para as amostras de solo rizosférico e 

do bulk soil, o DNA foi extraido de 0.5 g. A extração seguiu o protocolo descrito por Griffith 

et al. (2000). Resumidamente, o material (nódulos macerados ou amostra de solo) foi 

adicionado em uma matriz de lise (MP Biomedicals, Germany) e submetido a extração com 

fenol:clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1, v/v/v). Posteriormente as amostras foram 

homogeinizadas por 30 s a 5.5 m.s
-1

 em Fastpreap (MP, Germany). As amotras foram 

centrifugadas em 16000 x g por 5 minutos a 4°C. Após centrifugação, as amostras passaram 

por duas etapas de limpeza com cloforórmio:álcool isoamílico (24:1, v/v). Em seguida, o 

DNA foi precipitado com PEG (10%) por 2 h em gelo. Após a precipitação, O DNA foi 

lavado com etanol a 70% e seco em temperatura ambiente por 30 min. Após a extração, o 
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DNA foi resuspendido em água ultra pura e transportado refrigerado em bolsas de gelo em gel 

para o departamento Research Unit Environmental Genomics (EGEN), no Helmholtz 

Zentrum München (Alemanha), onde foram feitas as reações de amplificação para o 

pirosequenciamento (item 5.2.3). No EGEN, a qualidade do DNA das amostras foi verificado 

em gel de agarose 1% e quantificado utilizando Quant-iT PicoGreen dsDNA kit (Invitrogen, 

Paisley, UK).   

4.2.3 Pirosequenciamento do gene 16S rRNA 

O 16S da comunidade de bactérias de cada amostra foi amplificado usando os primers 

27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTC-3′) e 984R (5′-GTAAGGTTCYTCGCG-3′) com 

adição dos adaptadores, A e B, respectivamente, das sequências chaves (com 4 bases) e dos 

multiplos identificadores (MID) (Tabela 1). A sequência MID adicionada ao primer 27F 

contém 10 bases com combinações diferentes e é usada para identificar as amostras após o 

sequenciamento. Para cada amostra foi usado um primer 27F com MID diferente. A reação de 

PCR foi feita em um volume final de 25 µl contendo: 1X PCR do tampão de reação com 

MgCl2 (1,5 mM na reação); 0,20 mM de dNTPs; 0.3% de BSA; 0,2 µM de cada primer; 0,05 

U/ml Taq polymerase (Roche) e 5 ng de DNA da amostra. A reação de amplificação foi feita 

com uma etapa de desnaturação inicial a 95°C por 5 min, seguido de 30 cilos de desnaturação 

a 94°C por 1 min, anelamento a 50°C por 1 min e extensão a 72°C  por 1 min, e 1 ciclo de 

extenção final a 72°C  por 10 min. A integridade do produto de PCR foi checada em gel de 

agarose 1% e posteriormente os produtos da reação foram purificados utilizando o kit 

NucleoSpin gel and PCR clean up (Machery Nagel, Germany) para eliminar o resto de primer 

e dNTPs. A concentração e pureza dos produtos de PCR foram checados em Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent, USA) usando DNA7500 lab chip (Agilent, USA). As amostras foram 

diluídas para uma concentração equimolar de 10
11

 moléculas/µl num pool (biblioteca) que foi 

usado para o sequenciamento. O pirosequenciamento foi realizado em sequenciador 454 GS 

FLX Titanium system (Roche, Germany) do Research Unit Environmental Genomics 

(EGEN), no Helmholtz Zentrum München, Alemanha.  

 

Tabela 1. Sequência dos primers 27F usados para amplificação do 16S rRNA das amostras de 

Solo, rizosfera e nódulos. 

Amostra Fonte Cultivar Primer Sequência MID + 27F (5'->3') 

S Solo - 27F_MID1 ACGAGTGCGTaga gtt tga tcm tgg ctc 

S Solo - 27F_MID2 ACGCTCGACAaga gtt tga tcm tgg ctc 

S Solo - 27F_MID14 CGAGAGATACaga gtt tga tcm tgg ctc 

S Solo - 27F_MID16 TCACGTACTAaga gtt tga tcm tgg ctc 

R-P Rizosfera BRS Pujante 27F_MID8 CTCGCGTGTCaga gtt tga tcm tgg ctc 

R-P Rizosfera BRS Pujante 27F_MID10 TCTCTATGCGaga gtt tga tcm tgg ctc 

R-P Rizosfera BRS Pujante 27F_MID15 ATACGACGTAaga gtt tga tcm tgg ctc 

R-P Rizosfera BRS Pujante 27F_MID21 CGTAGACTAGaga gtt tga tcm tgg ctc 

R-A Rizosfera BRS Acauã 27F_MID19 TGTACTACTCaga gtt tga tcm tgg ctc 

R-A Rizosfera BRS Acauã 27F_MID7 CGTGTCTCTAaga gtt tga tcm tgg ctc 

R-A Rizosfera BRS Acauã 27F_MID11 TGATACGTCTaga gtt tga tcm tgg ctc 

R-A Rizosfera BRS Acauã 27F_MID13 CATAGTAGTGaga gtt tga tcm tgg ctc 

N-P Nódulos BRS Pujante 27F_MID18 TCTACGTAGCaga gtt tga tcm tgg ctc 

N-P Nódulos BRS Pujante 27F_MID22 TACGAGTATGaga gtt tga tcm tgg ctc 
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Tabela 1. Sequência dos primers 27F usados para amplificação do 16S rRNA das amostras de 

Solo, rizosfera e nódulos. 

Amostra Fonte Cultivar Primer Sequência MID + 27F (5'->3') 

N-P Nódulos BRS Pujante 27F_MID23 TACTCTCGTGaga gtt tga tcm tgg ctc 

N-P Nódulos BRS Pujante 27F_MID27 ACGCGAGTATaga gtt tga tcm tgg ctc 

N-A Nódulos BRS Acauã 27F_MID17 CGTCTAGTACaga gtt tga tcm tgg ctc 

N-A Nódulos BRS Acauã 27F_MID20 ACGACTACAGaga gtt tga tcm tgg ctc 

N-A Nódulos BRS Acauã 27F_MID24 TAGAGACGAGaga gtt tga tcm tgg ctc 

N-A Nódulos BRS Acauã 27F_MID25 TCGTCGCTCGaga gtt tga tcm tgg ctc 

4.2.4 Análise dos dados 

O GS Run Processor (Roche, Germany) foi usado para uma filtragem inicial das 

leituras do pirosequenciamento em ordem de remover falhas, leituras de baixa qualidade e os 

adapatadores das sequências. As sequências foram processadas para análises e checagem de 

qualidade usando o programa Mothur (SCHLOSS et al. 2009) e submetidas a análise de 

PyroNoise implementado no Mothur (QUINCE et al. 2009). Sequências menores que 200 

nucleotídeos, ou com quimeras foram removidas. As sequências foram alinhadas usando 

SILVA-based bacterial reference alignment (http://www.mothur.org/wiki/454_SOP, release 

119) e classificadas usando RDP database (release trainset10_082014.rdp.fasta) com 80% de 

confidência para atingir melhor classificação taxonômica. Unidades taxônomicas operacionais 

(UTOs) foram estabelecidas para sequências com similaridade de 97%, uma vez que é a 

distância mais reduzida de agrupamento recomendado para sequências de 454 (KUNIN et al., 

2010). UTOs que ocorreram somente uma úncia vez foram excluídas para evitar 

superestimação da diversidade. O agrupamento das UTOs e a avaliação dos dados foram 

feitos usando o programa Mothur (SCHLOSS et al., 2009). As árvores filogenéticas com as 

sequências representativas das UTOs foram geradas usando o programa ARB (LUDWIG et 

al., 2004). As UTOs foram comparadas com 16S rRNA da base de dados LTP (YARZA et al., 

2008). A análise de dados foi feita com colaboração da Doutora Doreen  Fischer, Pós-Doutora 

membra do equipe Research Unit Environmental Genomics (EGEN), no Helmholtz Zentrum 

München, Alemanha. 

http://www.mothur.org/wiki/454_SOP
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.3.1 Número de UTOs e índices ecológicos 

Sequenciamento de alto rendimento (454 pirosequenciamento) foi utilizado para 

acessar a diversidade de bactérias em solo, rizosfera e em nódulos de feijão-caupi colhidos de 

experimento feito em Argissolo Amarelo na cidade de Petrolina, Pernambuco. Análises 

estatísticas foram feitas para avaliar diferenças no número de unidades taxonômicas 

operacionais (UTOs) e nos índices ecológicos de riqueza, diversidade e abundância das UTOs 

(Tabela 2). As UTOs foram definidas com base em 97% de identidade das sequências, valor 

usualmente empregado para comparar e distinguir sequências de 16S rRNA. Após o 

sequeciamento e checagem da qualidade, foram obtidas 164.500,00 sequências, sendo 

8.225,00 de cada repeticão dos ambientes analisados (solo, rizosfera e nódulos). Considerando 

o número global de sequências, 15.054,00 UTOs foram identificadas, destas 9.689,00 (64%) 

eram UTOs com uma única sequência.  

Curvas de raferação obtidas com a relação entre o número de sequências (8225 

sequências) e a média do número de UTOs das quatro repetições mostram que o esforço de 

sequencimanto não foi suficiente para detectar a diversidade total da comunidade microbiana 

no solo e rizosfera, uma vez que as curvas não atigiram a zona curvilínea (Figura 1).  

 

Tabela 2. Valores estatísticas de UTOs e perfil ecológico de comunidades de bactérias com 

base no sequenciamento parctial do 16S rRNA de amotras ambientais (solo, rizosfera 

e nódulos).  

Ambiente Número de 

sequências 

Número de 

UTOs 

Índice  

  Chao1 Shannon Simpson 

Solo 8225 2232b 4085b 5,94a 0,01b 

Rizosfera 

 
    

BRS Acauã 8225 2753a 5417a 6,28a 0,01b 

BRS Pujante 8225 2581a 5293a 6,20a 0,01b 

Nódulo 

 
    

BRS Acauã 8225 101c 168c 1,51b 0,41a 

BRS Pujante 8225 112c 265c 1,72b 0,36a 

 

Maiores números de UTOs foram encontrados nas duas amostras de rizosfera e foram 

significativamente (p<0,01) diferentes dos encontrados nas amostras de solo e nódulos 

(Tabela 2 e Figura 1). Este resultado está em desacordo com estudo prévio que mostrou maior 

riqueza de UTOs no solo que na rizosfera (UROZ et al., 2010). A maior riqueza de UTOs 

encontrada na rizosfera neste estudo pode ser explicada pelo motivo de que o experimento foi 

irrigado, devido a falta de chuva durante o experimento, e portanto está prática pode ter 

estimulado positivamente o aumento da riqueza de bactérias na rizosfera.  

Diversos fatores contibuem para alterações das comunidades bactérianas do solo, entre 

eles o regime hídrico (KAVAMURA et al., 2013; TORRES-CORTÉZ et al., 2012). No 

entanto, não ocorreu mudanças na diversidade (Shannon) e abundância (Simpson) de UTOs. 

Em relação às UTOs encontradas nos nódulos, os índices de riqueza (Chao1), diversidade 
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(Shannon) e abundância (Simpson) mostram que não houve efeito da cultivar de feijão-caupi 

nos padõres ecológicos das comunidades de bactérias da rizosfera e associadas aos nódulos 

(p>0,05). Análises de metastats feitas no MOTHUR mostram que não há diferenças 

qualitativas nas comunidades encontradas na rizofera e nódulos, indicando que as duas 

cultivares mostraram mesmo impacto na comunidade bacteriana do solo.  
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Figura 1. Curvas de rarefação do gene 16S rRNA mostrando a relação entre  o número de 

sequências e o número de UTOs (média de quatro repetições) de amostras solo, 

rizosfera (R) e nódulos de duas cultivares de feijão-caupi, BRS Acauã (A) e BRS 

Pujante (P). 

4.3.2 Análise taxonômica com base da sequência parcial do gene 16S rRNA 

A sequência representativa de cada UTO foi usada para identificação taxonômica no 

RDP classifier. A abundância relativa de cada grupo taxonômico identificado na análise é 

mostrada na figura 2. A nível de filo, as 15.054,00 UTOs corresponderam a 21 grupos 

taxonômicos. Nas amostras de solo e rizosfera, Actinobacteria, Bacteriodetes, Proteobacteria 

e bactérias não classificadas (unclassified bacteria) foram os grupos mais dominantes 

representando mais de 70% das UTOs. Este resultado está de acordo com estudo prévio que 

identificou Actinobactéria como o filo mas abundante em amostras de solo coletadas na 

Caatinga (KAVAMURA et al., 2013). Embora 21 grupos taxonômicos a nível de filo tenham 

sido identificados, uma alta proporção de UTOs obtidas da amostra de solo (1861 UTOs) e 

das duas amostras de rizosfera (2168 e 2119 UTOs) correspondeu a um grupo de bactérias 

ainda não descritas (unclassified). Esse grupo representa uma diversidade microbiana do solo 

ainda não explorada.  
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Figura 2. Abundância relativa do número de UTOs do gene 16S rRNA dos filos encontrados 

nas amostras de solo e rizosfera e nódulos de duas cultivares de feijão-caupi (BRS 

Acauã e BRS Pujante). 

 

Nos nódulos, os filos Actinobacteria, Bacteriodetes, Proteobacteria e Firmicutes 

corresponderam a maioria (>85%) das UTOs encontradas, sendo que e Bacteroidetes (49 

UTOs e 33.439,00 das sequências)  e Proteobacteria (42 UTOs e 27.096,00 das sequências) 

foram os filos mais abundantes. Juntos, os filos Bacteroidetes e Proteobacteria reprentaram 

96% das sequências encontrado nos nódulos. Era esperado que nas amostras de nódulos 

Proteobactéria fosse o filo mais representativo, uma vez que as bactérias que induzem a 

formação de nódulos em leguminosas são todas classificadas neste filo (PEIX  et al., 2015). 

No entanto, uma alta proporção de UTOs e sequências de Bacteroidetes foram encontradas 

nas amostras de nódulos com abundância maior que Proteobactéria.  

Considerando o número de sequências, no filo Proteobacteria, as classes mais 

abundantes foram Gammaproteobacteria (58,8%) e Alphaproteobacteria (37,4%). No filo 

Bacteriodetes, as classe mais abundantes foram Flavobacteriia (84,8%) e Sphingobacteriia 

(10,9%). Vale ressaltar que os grupos taxonômicos encontrados nos nódulos representam uma 

amostragem de nódulos aleatoriamente coletados em diferentes partes do sistema radicular, e, 

portanto, as proporções encontradas são diretamente influênciadas pela amostragem.  

Num nível mais detalhado da identidade das sequências, as UTOs obtidas dos nódulos 

representaram 101 grupos taxonômicos ao nível de gênero (Figura 3A), sendo que 35 grupos 

não foram bem definidos a este nível (NI, não identificados) de acordo com a classificação do 

RDP. Do total de grupos taxonômicos encontrados, 17 taxon foram raros, uma vez que 

somente uma sequência foi encontrada (Figura 3A). Por outro lado, 19 taxon tiveram 
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frequência acima de 100 sequências e representam os grupos dominantes nas amotras de 

nódulos, incluindo NI Enterobacteriaceae, NI Xanthomonadaceae e NI Burkholderiales 

(Figura 3B).  

1 2 a 10 11 a 20 21 a 30 31-50 51-100 >100

Número de

sequências

Gênero UTOs

BRS

Acauã

BRS

Pujante

Chryseobacterium Uto000001, Uto000021,

Uto000363
16928 10710

Bradyrhizobium Uto000003 6008 4040

NI Enterobacteriaceae Uto000002, Uto000232 2141 11174

Sphingobacterium Uto000009, Uto000082,

Uto000293
2686 6

Dyadobacter Uto000019, Uto001772 772 594

Pseudomonas Uto001926, Uto000017 685 787

NI Xanthomonadaceae Uto000028, Uto000087 453 335

Arthrobacter Uto000013 336 273

NI Burkholderiales Uto000057 227 108

Paenibacillus Uto000051, Uto000445,

Uto000507, Uto001019,

Uto001475

224 168

Chitinophaga Uto000037, Uto000218,

Uto000302, Uto000831,

Uto001518

215 493

Methylophilus Uto000056, Uto001261 211 108

Acinetobacter Uto000098 163 0

Microbacterium Uto000418, Uto001801,

Uto000297, Uto000014
122 634

Bacillus Uto000354, Uto000875,

Uto000007, Uto000170,

Uto000016, Uto000200

114 117

Flavobacterium Uto000041, Uto000173,

Uto000220, Uto000852,

Uto001102, Uto001584,

Uto001643, Uto002364,

Uto000410

86 624

Mycobacterium Uto000005 43 88

Cellulosimicrobium Uto000093 40 67

Nubsella Uto000138, Uto000895 0 167

N° de sequências

A B
A P A P

Acidobacteria Firmicutes

1 Gp1 55 Bacillus

2 Gp3 56 Domibacillus

3 Gp4 57 NI Bacillaceae

Actinobacteria 58 Brevibacillus

4 Iamia 59 Paenibacillus

5 NI Acidimicrobiales 60 NI Paenibacillaceae

6 NI Cellulomonadaceae 61 Lysinibacillus

7 NI Geodermatophilaceae 62 NI Planococcaceae

8 NI Intrasporangiaceae 63 NI Bacillales

9 Agromyces Gemmatimonadetes

10 Leifsonia 64 Gemmatimonas

11 Microbacterium Planctomycetes

12 NI Microbacteriaceae 65 Planctomyces

13 Arthrobacter 66 NI Planctomycetaceae

14 NI Micrococcaceae Proteobacteria

15 NI Micromonosporaceae Alphaproteobacteria

16 Mycobacterium 67 Bradyrhizobium

17 NI Nocardiaceae 68 Hyphomicrobium

18 Aeromicrobium 69 Rhizobium

19 Flindersiella 70 NI Rhizobiales

20 Kribbella Betaproteobacteria

21 Marmoricola 71 Achromobacter

22 Nocardioides 72 Cupriavidus

23 NI Nocardioidaceae 73 Variovorax

24 Cellulosimicrobium 74 NI Comamonadaceae

25 Microlunatus 75 Massilia

26 Propionibacterium 76 Noviherbaspirillum

27 Actinomycetospora 77 NI Oxalobacteraceae

28 Actinophytocola 78 NI Burkholderiales

29 Pseudonocardia 79 Methylophilus

30 NI Pseudonocardiaceae 80 NI Methylophilaceae

31 Streptomyces 81 NI Betaproteobacteria

32 NI Actinomycetale Deltaproteobacteria

33 Gaiella 82 Bdellovibrio

34 NI Actinobacteria 83 NI Deltaproteobacteria

Bacteroidetes Gammaproteobacteria

35 NI Ohtaekwangia 84 NI Enterobacteriaceae

36 Adhaeribacter 85 Legionella

37 Dyadobacter 86 Acinetobacter

38 Pontibacter 87 Cellvibrio

39 Sporocytophaga 88 Pseudomonas

40 Chryseobacterium 89 Luteibacter

41 Flavobacterium 90 Luteimonas

42 Fluviicola 91 Lysobacter

43 Chitinophaga 92 NI Xanthomonadaceae

44 Flavisolibacter 93 Steroidobacter

45 Niabella 94 NI Gammaproteobacteria

46 Niastella 95 NI Proteobacteria

47 NI Chitinophagaceae Verrucomicrobia

48 Nubsella 96 Haloferula

49 Sphingobacterium 97 Ros eimicrobium

50 NI Sphingobacteriaceae 98 NI Spartobacteria

51 Terrimonas 99 NI Subdivis ion3

52 NI Bacteroidetes 100 NI Verrucomicrobia

Cyanobacteria 101 NI Bactéria

53 Streptophyta

Deinococcus -Thermus

54 Deinococcus  

Figura 3. Grupos taxonômicos encontrados nas amotras de nódulos (A) e gêneros mais 

abundantes (>100 sequências) com respectivo número de UTOs ocorrentes (B).  

 

Considerando o número de UTOs, Flavobacterium (9 UTOs) e Bacillus (6 UTOs) 

foram os gêneros com maior número de UTOs diferentes (Figura 3B), indicando que 
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membros distintos destes gêneros estão associados aos nódulos. Em relação a ocorrência de 

gêneros nos nódulos (Figura 4), 31 gêneros foram encontrado nos nódulos de ambos os 

cultivares, nove foram encontrados somente em nódulos do cultivar BRS Acauã e 21 gêneros 

foram exclusivos em nódulos do cultivar BRS Punjante. Dos 31 gêneros comuns nas duas 

amostras de nódulos, somente os gêneros Bradyrhizobium, Rhizobium e Cupriavidus são 

conhecidos como simbiontes indutores de nódulos de leguminosas. Embora os gêneros 

Acinetobacter e Nubsella estejam no grupo de gêneros mais frequentes (Figura 3B), 

Acinetobacter foi encontrado somente em nódulos do cultivar BRS Acauã e Nubsella no 

nódulos do cultivar BRS Pujante. No anexo 1 é possível verificar com mais detalhes a 

distribuiçãos dos grupos taxonômicos encontrados nas amotras de nódulos. 
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Figura 4. Diagrama de Venn mostrando a ocorrência dos gêneros de bactérias associadas a 

nódulos de duas cultivares (BRS Acauã e BRS Pujante) de feijão-caupi cultivo em um 

Argissolo Amarelo em Petrolina-PE. *Gênero que corresponde ao BLAST das UTOs 

Uto000002 e Uto000232 (Figura 3B) no NCBI. 
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O estudo da diversidade de bactérias associadas à nódulos de leguminosas é 

tradicionalmente feito empregando método dependente de cultivo, onde o meio YMA (FRED 

& WAKSMAN, 1928; VINCENT, 1970) é frequentemente utilizando para o isolamento de 

bactérias. No entanto, o uso de meios de cultivo pode favorecer e /ou limitar o crescimento de 

grupos bacterianos. O emprego de técnicas independentes de cultivo pode superar a limitação 

metodológica do uso de meios seletivos para estudo de comunidades microbianas. Neste caso, 

o DNA ambiental extraído da amostra é analisado sem um prévio cultivo e isolamento das 

bactérias, permitindo o conchecimento do panorama geral da diversidade existente na 

amostra. Neste sentido, Fischer et al. (2011) usaram técnica independente de cultivo e 

identificaram sequências de DNA de Bradyrhizobium em amostras de raiz de cana-de-açúcar. 

Até então, Bradyrhizobium não tinha sido identificado associado as raízes de poaceas, 

utilizando o método tradicional de isolamento de bactérias endofíticas (BALDANI et al., 

2014). Posteriormente, com base nos resultados do trabalho de Fischer et al. (2011), novas 

abordagens de isolamento foram uitilizadas para isolar estirpes de Bradyrhizobium de raízes 

de cana-de-açucar (ROUWS et al., 2014). Atualmente todas as bactérias conhecidas como 

rizóbio são Proteobactérias membros das classes Alphaproteobactéria e Betaproteobactéria 

(PEIX et al., 2015). No entanto, diversos estudos têm mostrado que os nódulos são 

colonizados por diversas bactérias para além do grupo do rizóbio e são consideradas 

endofíticas de nódulos (LI et al., 2008; ASERSE et al., 2013; XU et al., 2014). Recentemente, 

De Meyer et al. (2015) avaliaram uma coleção de mais de 654 isolados obtidos de nódulos de 

leguminosas nativas na Bélgica e identificaram 50 gêneros bacterianos de diferentes classes, 

indicando que o nódulo é um excelente ambiente para isolamente de uma variedade de 

bactérias.  

Utilizando 454 pirosequenciamento neste trabalho, diversos gêneros foram 

identificados associados aos nódulos de feijão-caupi. Muitos dos gêneros isolados de nódulos 

de leguminosas nativas no estudo de De Meyer et al. (2015) foram indentificados nas amotras 

de nódulos de feijão-caupi neste trabalho, tais como: Acinetobacter, Aeromicrobium, 

Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus, Chryseobacterium, Dyadobacter, Enterobacter, 

Leifsonia, Lysinibacillus, Massilia, Microbacterium, Paenibacillus, Pseudomonas e 

Variovorax. Os gêneros Acinetobacter, Brevibacillus e Leifsonia foram identificados somente 

nos nódulos do cultivar BRS Acauã, os demais foram encontrados nos nódulos dos dois 

cultivares (Figura 4). Os gêneros Acromobacter, Enterobacter, Bacillus e Paenibacillus, por 

exemplo, já foram previamente isolados de nódulos de feijão-caupi (GUIMARÃES et al., 

2012; JARAMILLO et al., 2013). Acinetobacter, Enterobaceter e Leifsonia foram 

identificados entre os isolados de nódulos de feijão-caupi caracterizados no Capítulo II deste 

estudo. Embora muitas bactérias consideradas endofíticas têm sido isoladas de nódulos, ainda 

não está claro qual a função destas bactérias nos nódulos.  

Considerando os gêneros conhecidos como rizóbios, na classe Alphaproteobacteria, 

foram identificados somente os gêneros Bradyrhizobium (10.048,00 sequências) e Rhizobium 

(11 sequências). Nesta classe, 61 sequência da Uto000061 foram classificadas no RDP como 

NI Rhizobiales. A análise de BLAST desta UTO no banco de sequências do NCBI mostrou 

que a Uto000061 é similar a sequência de 16S rRNA de Devosia, um gênero que abriga 

membros com capacidade de nodular leguminosas (RIVAS et al., 2003) ou endofiticamente 

(BAUTISTA et al., 2010) nódulos de leguminosas. Nas amostra de solo e rizosfera foram 

identificadas 2 UTOs de Microvirga (UtoO000695, 19 sequências; Uto001646, 4 sequências), 

um gênero recentemente descrito como simbionte de feijão-caupi no semiárido do Brasil. No 

entanto, sequências de Microvirga não foram encontradas nas amostras de nódulos. Na classe 

Betaproteobacteria, foi identificado nos nódulos sequências do gênero Cupriavidus 

(Uto000174, 75 sequências).  
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No Brasil, o estirpes do gênero Cupriavidus já foram isoladas de nódulos de feijão-

comum (Phaseolus vulgaris) e leucena (Leucaena leucocephala) e foram capazes de nodular 

feijão-caupi (SILVA et al., 2012). Quanto ao gênero Burkholderia, típico beta-rizóbio de 

Mimosa spp. na região semiárida do Brasil (BONTEMPS et al., 2010; REIS JUNIOR et al., 

2010) e identificado em nódulos de feijão-caupi (Capítulo II), neste estudo não foram 

identificadas sequências deste gênero em nenhum dos ambientes analizados (solo, rizosfera e 

nódulos). Provavelmente, a comunidade de Burkholderia neste solo avaliado esteja muito 

baixa ou não representes possívies simbiontes de feijão-caupi, portanto não sendo 

identificadas neste estudo.  

Sequências do gênero Methylophilus foram identificadas em sete das oito amostras de 

nódulos. O gênero Methylophilus compreende um grupo de bactérias metilotróficas 

facultativas  capazes de crescer utilizando metanol como única fonte de energia (JENKINS et 

al., 1987). Bactérias metilotróficas do gênero Methylobacterium já foram descritas como 

nodulantes de leguminosas tropicais (SY et al., 2001; MADHAIYAN et al., 2009). Utilizando 

meio M72, com metanol como fonte de carbono, Madhaiyan et al. (2009) conseguiram isolar 

diversas estirpes de Methylobacterium de nódulos de 14 diferentes leguminosas na Índia, 

incluíndo feijão-caupi. Todas as estirpes de Methylobacterium foram capazes de nodular e 

expressar atividade da nitrogenase em nódulos de siratro (Macroptilium atropurpureum). 

“Rizóbios metilotróficos” podem, portanto, serem isolados de nódulos utilizando meio 

enriquecido com metanol em substituição ao manitol, tradiconal fonte de carbono usada no 

meio YM para isolar bactérias de nódulos (FRED & WAKSMAN, 1928; VINCENT, 1970). 

Essa estratégia pode ser aplicada para tentar isolar Methylophilus de nódulos de feijão-caupi, 

sendo a área onde este estudo foi desenvolvido um sítio promissor para o isolamento de 

Methylophilus. 

4.3.3 UTOs mais frequentes 

Dezenove UTOs foram encontradas como mais frequentes na amostras de nódulos 

(Figura 5), destas 8 UTOs eram de Bacteroidetes (Uto000001 Chryseobacterium, Uto000009 

Sphingobacterium, Uto000019 Dyadobacter, c Chryseobacterium, Uto000037 Chitinophaga, 

Uto000041 Flavobacterium, Uto000082 Sphingobacterium e Uto000138 Nubsella), 7 UTOs 

de Proteobacteria (Uto000002 NI Enterobacteriaceae, Uto000003 Bradyrhizobium, 

Uto000017 Pseudomonas, Uto000028 NI Xanthomonadaceae, Uto000056 Methylophilus, 

Uto000057 NI Burkholderiales e Uto000098 Acinetobacter), duas UTOs de Actinobacteria 

(Uto000013 Arthrobacter e Uto000014 Microbacterium) e uma UTOs de Firmicutes 

(Uto000051 Paenibacillus e). A Uto000012 Streptophyta corresponde a sequência do 16S 

rRNA do cloroplasto. De modo geral, a Uto000001 de Chryseobacterium, Uto000002 de NI 

Enterobacteriaceae e Uto000003 Bradyrhizobium dominaram as amostras com algumas 

diferenças. A Uto000001, por exemplo, foi mais frequente nos nódulos do culvitar BRS 

Acauã, com exceção para a amostra A1, onde ocoreu maior abundância da Uto000003 de 

Bradyrhizobium. Nas amostras do cultivar BRS Pujante, houve maior abundância da 

Uto000002 de NI Enterobacteriaceae, com excessão da amostra A4, onde houve maior 

ocrrência da  Uto000001 de Chryseobacterium. Quando a ocorrência, as UTOs 1, 2, 3, 13, 14, 

17, 19, 28, 37, 51, 57 foram encontradas em todas as oito amostras de nódulos (BRS Acauã e 

BRS Pujante) e correspondem, respectivamente, aos taxon Chryseobacterium, NI 

Enterobacteriaceae, Arthrobacter, Microbacterium, Dyadobacter, NI Xanthomonadaceae, 

Chitinophaga, Paenibacillus, NI Burkholderiales.  

As três UTOs mais frequentes (Uto000001, Uto000002 e Uto000003) e a Uto000021, 

também de Chryseobacterium encontrado em sete das oito amostras de nódulos, foram usadas 
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para reconstrução filogenéticas para identificar as associações com espécies de bactérais 

descritas (Figura 6). As UTOs de Chryseobacterium respresentam dois taxon distintos dentro 

do gênero (Figura 6A), em que a Uto000001 apareceu filogeneticamente associada a espécie 

Chryseobacterium aquifrigidense e a Uto000021 formou uma brecha associada a espécie 

Chryseobacterium daecheongense. A Uto000002 foi classificada no RDP como NI 

Enterobacteriaceae. A análise de filogênia agrupou a Uto000002 dentro do clade do gênero 

Enterobacter, numa brecha vizinha à espécie Enterobacter ludwigii (Figura 6B). Uma estirpe 

relacionada a espécie Enterobacter ludwigii foi previamente isolada de nódulo de feijão-caupi 

(Capítulo II). Por fim, a Uto000003 de Bradryrhizobium foi agrupada dentro do clade do 

grande gurpo de espécies associadas a Bradyrhizobium japonicum numa brecha ligada a 

espécie Bradyrhizobium yuanmingense.  
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Figura 5. UTOs mais frequentes nas amostras (A1-4) de nódulos dos cultivares de feijão-

caupi BRS Acauã e BRS Pujante. 
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Figura 6. Relações filogenéticas entre as UTOs (azul) mais frequentes nos nódulos identificadas com Chryseobacterium (A), NI 

Entreobacteriaceae (B) e Bradyrhizobium (C) com o 16S rRNA de estirpes tipos de gêneros relacionados. A análise filogenética foi feito 

no ARB usando o método Neighbour-joining. O número de acesso da sequência das estirpes tipo é fornecido antes do nome da espécie.  
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Figura 6. Continuação.  

 



 

 

Os grupos taxonômicos mais frequentes encontrados nas amostras de nódulos 

representam diversos gêneros de bactérias com competência rizosférica para colonizar as 

raízes de diversas espécies de plantas; muitos, inclusive, bem conhecidos como promotores do 

crescimento vegetal, como, por exemplo, Enterobacter, Paenibacillus e Pseudomonas 

(NAVEED et al., 2014; ÇAKMAKÇI et al.; 2006; VESSEY, 2003). As bactérias 

desenvolveram diversos mecanismos pelos quais podem beneficiar o crescimento da planta 

hospedereira, tais como fixação biológica do nitrogênio, produção de compostos indólicos, 

solubilização de fosfato, controle de fitopatogénos ou indução de resistência sistemica a 

fatores bióticos e abióticos (MEHTA et al., 2015; KUMAR et al., 2012; BARRIUSO et al., 

2008; BALDANI & BALDANI, 2005). Algumas estirpes bacterianas, inclusive, apresentam 

mais de um destes traços promotores do crescimento de plantas (AHMAD et al., 2008). No 

gênero Acinetobacter, por exemplo, uma única estirpe é capaz de solubilizar fosfato, 

solubilizar zinco, produzir siderofóro e ácido indolacético-AIA (ROKHBAKHSH-ZAMIN et 

al., 2011). 

Os gêneros Chryseobacterium, Dyadobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, 

Acinetobacter, Arthrobacter, Microbacterium, Paenibacillus, Sphingobacterium já foram 

reportados em nódulos de leguminosas (DE MEYER et al., 2015). Não há relatos de 

isolamento de bactérias dos gêneros Chitinophaga, Methylophilus e Nubsella de nódulos de 

leguminosas. O gênero Chitinophaga abriga bactérias com competência para colonizar a 

rizosfera (LEE & WHANG, 2014) e raízes  (LI et al., 2013) de plantas, bem como bactérias 

com habilidades para o intemperismo mineral de rochas ricas em potássio (WANG et al. 

2014). O gênero Methylophilus possui seis espécies validadas 

(http://www.bacterio.net/methylophilus.html), algumas isoladas de rizosfera (DORONINA et 

al. 2012) ou associadas a plantas (GOGLEVA et al. 2010). Pouco se sabe sobre a ecologia do 

gênero Nubsella, descrito em 2008 e com apenas uma espécie (ASKER et al., 2008). 

A ocorrência de maior abundância do gênero Chryseobacterium (Uto000001 + 

Uto000021) nas amostras de nódulos foi supresa. Era eperado nos nódulos maior frequência 

de gêneros conhecidos como clássicos rizóbios de feijão-caupi, como, por exemplo, 

Bradyrhizobium. No entanto, Bradyrhizobium foi o terceiro gênero mais abundandante e 

somente um tipo de 16S rRNA relacionada a espécie Bradyrhizobium yuanmingense foi 

identificado (Figura 6C). Estirpes de Chryseobacterium já foram isoladas de nódulo de feijão-

comum em Cuba (SÁNCHEZ et al., 2014), de Cytisus scoparius, Lotus pedunculatus e 

Robinia pseudoacacia na Bélgica (DE MEYER et al., 2015) e de Cicer arietinum no 

Paquistão (ALI et al., 2014).  

O isolamento de Chryseobacterium a partir de nódulos de diferentes leguminosas e em 

diferentes países sugerem que o gênero Chryseobacterium faz parte da comunidade de 

bactérias capazes de colonizar nódulos de leguminosas. No entanto, a natureza dessa 

interação, se endofítica ou simbiótica, ainda não é bem clara. De Meyer et al. (2015) isolaram 

50 gêneros de nódulos de diferentes leguminosas, incluindo Chryseobacterium. Os autores 

prospectaram os genes relacionados à fixação do nitrogênio (nifH) e à nodulação (nodC) 

utilizando PCR e obtiveram resultados negativos. Todavia, os autores recomendam testes de 

nodulação para confirmar a  natureza da interação. Chryseobacterium coloniza uma variedade 

de nichos, tais como: amostras clínicas (HOLMES et al., 2013), sedimentos marinhos 

(KÄMPFER et al., 2009), solo (WEON et al., 2008) e associado às plantas, colonizando a 

rizosfera (KÄMPFER et al., 2014) e filosfera (BEHRENDT et al., 2007). Já foi mostrado que 

estirpe do gênero Chryseobacterium melhora a performance simbiótica de Sinorhizobium em 

soja (LUCAS-GARCÍA et al., 2004) e promove melhorias dos parâmetros de nódulação em 

feijão-comum e soja em ambiente salino (ESTÉVEZ et al., 2009).  

http://www.bacterio.net/methylophilus.html
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O aumento crescente de trabalhos mostrando a divesidade de bactérias endofíticas de 

nódulos aponta um campo de pesquisa atraente para identificação e caracterização de 

possíveis associações entre leguminosas e bactérias endofíticas. Embora diversos gêneros têm 

sido isolados de nódulos, ainda pouco se sabe sobre quais as contibuições que estas bactérias 

dessempenham nos nódulos. Foi mostrando que nódulos de Lupinus angustifolius e Medicago 

sativa naturalmente abrigam estipres de Micromonospora (TRUJILLO et al., 2010; 

MARTÍNEZ-HIDALGO et al., 2014) e que algumas estipres promoveram a performace 

simbiótica de Medicago sativa  com o simbonte original Ensifer meliloti (MARTÍNEZ-

HIDALGO et al., 2014). Bactérias com mecanismos diferentes para promover o crescimento 

de planta podem aumentar o desempenho produtivo de culturas agrícolas em campo, quando 

combinadas num inoculante misto (HUNGRIA et al., 2013; PEREIRA et al., 2013; 

SCHULTZ et al., 2014; SÁNCHEZ et al., 2014). Usando técnica independente de cultivo, foi 

possível indentificar, neste estudo, diversos gêneros que abrigam bactérias relacionadas a 

promoção do crescimento de plantas. Muito destes gêneros já foram reportados em nódulos de 

diversas leguminosas.  

Com base nestes resultados, estratégias de cultivo podem ser desenvolvidas para 

isolamento de grupos alvos, tais como Chrysobacterium, o gênero mais frequente, 

Chitinophaga e Nubsella, gêneros pouco conhecidos e Methylophilus, um potencial “rizóbio 

metilotrófico”.  
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4.6 CONCLUSÕES 

As comunidades bacterianas encontradas nos diferentes ambientes corresponderam a 

22 grupos taxonômicos no nível de filo e seguiu um gradiente de diversidade onde 

rizosfera>solo>nódulo. 

 

Os filos Actinobacteria, Bacteriodetes e Proteobacteria foram mais frequentes nos 

ambientes solo e rizosfera, e Bacteriodetes e Proteobacteria nas amostras de nódulos. 

 

Os cultivares BRS Acauã e BRS Pujante mostram mesmo impacto na alteração das 

comunidades bacterianas do solo, não havendo diferenças significativas na composição das 

comunidades encontradas na rizosfera dos dois cultivares. 

 

Os gêneros Chryseobacterium, Enterobacter e Bradyrhizobium foram mais frequentes 

nos nódulos e ocorreram em todas as amostras. 

 

Os gêneros Chitinophaga, Methylophilus e Nubsella foram identificados pela primeira 

vez associados a nódulos de leguminosas. 
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5. CONCLUSÕES GERAIS 

A partir de uma coleção de 86 isolados obtidos de nódulos de feijão-caupi, cultivado 

em amostras de solo de áreas com histórico tradicional de cultivo da cultura, foi possível 

identificar os gêneros Bradyrhizobium, Burkholderia, Microvirga e Rhizobium, que abrigam 

membros com capacidade de nodular leguminosas, e Acinetobacter, Cronobacter, 

Enterobacter, Leifsonia, Pantoea e Ralstonia, previamente identificados como endofíticos de 

nódulos de leguminosas.  

 

Utilizando método independente de cultivo, foi possível identificar que os diferentes 

genótipos de feijão-caupi causaram mesmo impacto na alteração das comunidade de bactérias 

do solo, uma vez que as comunidades na rizosfera foram semelhante em ambas os cultivares. 

O perfis das comunidades bacterianas associadas aos nódulos nos dois cultivares se 

sobreporam em grande parte, indicando um grupo comum e com alta diversidade de bactérias 

associadas aos nódulos de feijão-caupi na área avaliada, com destaque para 

Chryseobacterium, Enterobacter e Bradyrhizobium.  

 

Usando duas abordagens, isolamento prévio das bactérias e avaliação independente de 

cultivo, para caracterizar a diversidade de bactérias associadas aos de nódulos de feijão-caupi 

foi possível confirmar a hipótese de que nos solos do semiárido do Brasil há uma alta 

diversidade de bactérias associadas aos nódulos.  
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6.CONSIDERAÇÕES FINAIS 

As fronteiras agrícolas do cultivo de feijão-caupi no Brasil expandiram nos últimos 10 

anos. Tradicionalmente cultivado nas regiões Norte e Nordeste, em área de pequenos 

agricultores, o feijão-caupi agora configura o grupo de culturas produtoras de grãos cultivadas 

na região do Centro-Oeste. Os esforços em melhoramento de novos cultivares e a seleção de 

estirpes de Bradyrhizobium eficientes para fixação biológica do nitrogênio (FBN) 

contribuiram para a expanção do feijão-caupi para aréas mais tecnificadas. Este avanço 

desperta ainda mais o interesse em pesquisa científica para entender e selecionar genótipos 

(planta e bactérias) promissores para fixação biológica do nitrogênio nos sistemas agrícolas.  

 

O feijão-caupi pode estabelecer simbiose com uma ampla diversidade de rizóbo. No 

entanto, estudos recentes mostraram que o feijão-caupi pode selecionar grupos específicos de 

bactérias quando cultivado por anos sucessivos na mesma área. Os resultados da diversidade 

de Bradyrhzobium encontrado neste trabalho, alinham-se aos encontrados em regiões na 

África e Índia com histórico frequente de cultivo de feijão-caupi. A região Norte e Nordeste 

do Brasil possuem áreas com longa tradição em cultivo de feijão-caupi e são regiões de 

contraste climático. Estes dois fatores juntos formam um cenário interessante para a 

prospecção de rizóbio de feijão-caupi, pois talvez nestas áreas a presença frequente de feijão-

caupi tenha selecionado o rizóbio adaptado às condições endafoclimáticas. Em adição a isso, 

tanto na região Norte como na região Nordeste exitem programas de melhoramento de feijão-

caupi, onde ano após ano cultivos sucessivos dessa cultura são realizados. Estas áreas 

reprsentam importantes hotspots da diversidade de bactérias associadas a nódulos de 

feijão-caupi.  

 

Em área sem longo cultivo de feijão-caupi é possível identificar uma alta diversidade 

de bactérias associadas aos nódulos. Com o resultado da análise independente de cultivo foi 

possível verificar que uma alta diversidade de bactérias associadas aos nóudlos de feijão-

caupi, confirmando que Bradyrhizobium é o gênero comum. No entanto, novos gêneros 

parecem ser potenciais simbiontes, como Chryseobacterium, Enterobacter, mas serão 

necessárias coletas de amostras de solo na área de estudo e o estabelecimento de estratégias de 

cultivo em leboratório para isolar bactérias destes gêneros e então testar a capacidade de 

nodulação em feijão-caupi.  
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8. ANEXO 

Anexo 1. Taxon identificados em nódulos de duas cultivares (BRS Acauã e BRS Pujante) de feijão-caupi por pirosequenciamento do 16S rRNA. 
Filo Classe Ordem Família Gênero Acauã     Pujante       

          R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 Total 

Acidobacteria Gp1 - - - 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

 
Gp3 - - - 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

  Gp4 - - - 0 0 3 0 0 0 0 4 7 

Actinobacteria Actinobacteria Acidimicrobiales Iamiaceae Iamia 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

   
NI Acidimicrobiales unclassified 0 0 1 0 0 0 0 4 5 

  
Actinomycetales Cellulomonadaceae NI Cellulomonadaceae 1 0 0 0 0 0 0 1 2 

   
Geodermatophilaceae NI Geodermatophilaceae 0 0 0 0 0 0 0 4 4 

   
Intrasporangiaceae NI Intrasporangiaceae 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

   
Microbacteriaceae Agromyces 2 8 2 14 16 2 2 36 82 

    
Leifsonia 2 2 0 2 0 0 0 0 6 

    
Microbacterium 20 11 26 65 78 14 2 540 756 

    
NI Microbacteriaceae 0 0 0 0 0 2 0 4 6 

   
Micrococcaceae Arthrobacter 8 18 22 288 106 46 97 24 609 

    
NI Micrococcaceae 0 0 0 1 0 0 0 1 2 

   
Micromonosporaceae NI Micromonosporaceae 0 0 0 0 0 0 0 5 5 

   
Mycobacteriaceae Mycobacterium 11 9 12 11 15 17 14 42 131 

   
Nocardiaceae NI Nocardiaceae 0 0 0 0 0 0 0 37 37 

   
Nocardioidaceae Aeromicrobium 0 0 1 1 0 0 0 1 3 

    
Flindersiella 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

    
Kribbella 0 0 0 0 2 0 0 0 2 

    
Marmoricola 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

    
Nocardioides 1 0 1 0 1 0 0 4 7 

    
NI Nocardioidaceae 0 0 0 0 1 0 0 1 2 

   
Promicromonosporaceae Cellulosimicrobium 13 13 9 5 2 0 0 65 107 

   
Propionibacteriaceae Microlunatus 0 0 0 1 0 0 0 0 1 

    
Propionibacterium 0 0 0 0 1 0 0 0 1 

   
Pseudonocardiaceae Actinomycetospora 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

    
Actinophytocola 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

    
Pseudonocardia 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

    
NI Pseudonocardiaceae 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

   
Streptomycetaceae Streptomyces 1 13 3 2 19 3 0 4 45 

   
NI Actinomycetale - 0 0 0 1 1 2 0 49 53 
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Anexo 1. Taxon identificados em nódulos de duas cultivares (BRS Acauã e BRS Pujante) de feijão-caupi por pirosequenciamento do 16S rRNA. 
Filo Classe Ordem Família Gênero Acauã     Pujante       

          R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 Total 

  
Gaiellales Gaiellaceae Gaiella 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

  NI Actinobacteria - - - 0 0 0 0 0 0 0 5 5 

Bacteroidetes 
Bacteroidete_ 

incertae-sedis 
Ohtaekwangia - NI Ohtaekwangia 10 2 2 1 1 1 0 4 21 

 
Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Adhaeribacter 0 0 0 0 1 0 0 0 1 

    
Dyadobacter 255 56 265 196 92 345 49 108 1366 

    
Pontibacter 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

    
Sporocytophaga 0 0 0 1 0 0 0 1 2 

 
Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Chryseobacterium 1396 4210 6895 4427 1705 2173 1214 5618 27638 

    
Flavobacterium 1 74 3 8 609 15 0 0 710 

   
Cryomorphaceae Fluviicola 0 0 0 2 2 1 0 21 26 

 
Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae Chitinophaga 4 64 16 131 383 57 28 25 708 

    
Flavisolibacter 0 0 0 0 0 2 0 7 9 

    
Niabella 0 10 0 0 0 0 0 0 10 

    
Niastella 0 1 2 0 0 0 0 0 3 

    
NI Chitinophagaceae 6 6 5 17 15 4 1 13 67 

   
Sphingobacteriaceae Nubsella 0 0 0 0 16 0 0 151 167 

    
Sphingobacterium 469 2215 0 2 1 3 0 2 2692 

    
NI Sphingobacteriaceae 0 0 1 0 0 0 0 0 1 

   
Chitinophagaceae Terrimonas 0 1 0 8 5 0 0 0 14 

  NI Bacteroidetes - - - 0 0 0 0 0 1 0 1 2 

Cyanobacteria/ 

Chloroplast 
Chloroplast Chloroplast Streptophyta - 359 41 65 228 948 358 112 98 2209 

Deinococcus-Thermus Deinococci Deinococcales Deinococcaceae Deinococcus 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 6 31 10 67 48 20 28 21 231 

    
Domibacillus 0 0 0 0 0 1 0 0 1 

    
NI Bacillaceae 0 0 1 0 0 0 0 0 1 

   
Paenibacillaceae Brevibacillus 0 1 1 0 0 0 0 0 2 

    
Paenibacillus 3 23 27 171 78 43 12 35 392 

    
NI Paenibacillaceae 0 1 0 0 1 0 0 5 7 

   
Planococcaceae Lysinibacillus 1 0 1 34 17 6 4 22 85 

    
NI Planococcaceae 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

      NI Bacillales - 0 0 0 0 0 0 0 6 6 

Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae Gemmatimonas 0 1 0 0 0 0 0 2 3 

Planctomycetes Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae Planctomyces 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

        NI Planctomycetaceae 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium 3814 296 157 1741 2475 658 740 167 10048 

   
Hyphomicrobiaceae Hyphomicrobium 0 2 0 0 0 0 0 0 2 

   
Rhizobiaceae Rhizobium 1 4 1 1 2 1 0 1 11 

   
NI Rhizobiales - 1 0 0 4 1 1 0 56 63 

 
Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Achromobacter 0 9 1 2 0 0 0 15 27 

   
Burkholderiaceae Cupriavidus 0 10 9 32 3 1 2 18 75 



 75 

Anexo 1. Taxon identificados em nódulos de duas cultivares (BRS Acauã e BRS Pujante) de feijão-caupi por pirosequenciamento do 16S rRNA. 
Filo Classe Ordem Família Gênero Acauã     Pujante       

          R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 Total 

   
Comamonadaceae Variovorax 0 0 1 0 0 0 0 1 2 

    
NI Comamonadaceae 0 0 0 0 0 0 0 8 8 

   
Oxalobacteraceae Massilia 0 0 0 9 1 0 0 18 28 

    
Noviherbaspirillum 0 0 0 0 0 0 0 5 5 

    
NI Oxalobacteraceae 17 7 8 6 7 10 1 8 64 

   
NI Burkholderiales - 22 29 4 172 31 9 5 63 335 

  
Methylophilales Methylophilaceae Methylophilus 14 181 8 8 26 38 0 44 319 

    
NI Methylophilaceae 7 2 1 3 8 2 0 4 27 

  
NI Betaproteobacteria - - 3 0 24 2 18 1 1 1 50 

 
Deltaproteobacteria Bdellovibrionales Bdellovibrionaceae Bdellovibrio 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

  
NI Deltaproteobacteria - - 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

 
Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae NI Enterobacteriaceae 1225 402 234 280 1094 3847 5795 438 13315 

  
Legionellales Legionellaceae Legionella 0 0 0 0 0 1 0 0 1 

  
Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 22 0 141 0 0 0 0 0 163 

   
Pseudomonadaceae Cellvibrio 6 4 1 0 67 5 0 31 114 

    
Pseudomonas 200 300 3 182 156 373 4 254 1472 

  
Xanthomonadales Xanthomonadaceae Luteibacter 3 2 1 2 1 1 2 1 13 

    
Luteimonas 0 0 0 4 0 0 0 0 4 

    
Lysobacter 12 0 37 1 3 5 1 5 64 

    
NI Xanthomonadaceae 230 37 150 36 87 123 79 46 788 

   
Sinobacteraceae Steroidobacter 0 0 0 0 0 0 3 1 4 

  
NI Gammaproteobacteria - - 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

  NI Proteobacteria - - - 1 69 0 1 17 1 0 0 89 

Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Verrucomicrobiaceae Haloferula 0 0 0 1 0 1 0 0 2 

    
Roseimicrobium 0 0 0 0 0 0 0 4 4 

 
Spartobacteria NI Spartobacteria - - 0 0 1 0 0 0 0 0 1 

 
Subdivision3 NI Subdivision3 - - 0 0 0 1 0 0 0 0 1 

  NI Verrucomicrobia - - - 0 0 1 0 0 0 0 0 1 

Não identificado - - - - 2 3 0 6 3 1 0 11 26 

Total         8090 8094 8077 7787 7922 8109 8084 7356 63519 

 


