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RESUMO 

 

DE OLIVEIRA, Isabelly Santos Rosado. Biogeografia de rizóbios de sabiá (Mimosa 

caesalpiniifolia Benth.) isolados dos biomas Caatinga e Mata Atlântica. 2018. 63f. 

Dissertação (Mestrado em Ciências Ambientais e Florestais). Instituto de Florestas, 

Departamento de Conservação da Natureza. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2018. 

 

O sabiá (Mimosa caesalpiinifolia Benth.) é uma espécie lenhosa da família Fabaceae 

(Leguminosae) nativa do bioma Caatinga e que foi introduzida com sucesso em outros 

biomas, como o Cerrado e a Mata Atlântica. Esta espécie possui alto potencial para usos 

como: cerca viva, lenha, carvão entre outras utilidades. O sucesso na adaptação em diferentes 

biomas brasileiros pode estar relacionado com a capacidade dessa espécie em se associar 

simbioticamente com bactérias fixadoras de nitrogênio, chamadas genericamente de rizóbios, 

em especial aos beta-rizóbios do gênero Paraburkholderia. Dentro desse contexto, estudou-se 

a filogenia de estirpes de bactérias que estariam envolvidas nessa simbiose nos biomas 

Caatinga e Mata Atlântica. O objetivo deste trabalho foi estudar as relações filogenéticas entre 

as estirpes de rizóbios provenientes do estado do Rio de Janeiro e de regiões de onde o sabiá é 

nativo, de modo a desvendar a relação entre o simbionte e a introdução bem-sucedida da 

espécie em outros ambientes. Foram selecionados isolados que foram cultivados e 

caracterizados morfologicamente em meio 79 e autenticados em casa de vegetação em 

condições estéreis. Em seguida, foi realizada a caracterização molecular por BOX-PCR, o 

sequenciamento dos genes 16S rRNA, recA e nifH e a construção das árvores filogenéticas 

por meio de programas de bioinformática. Os resultados mostraram que o sabiá se associou 

preferencialmente a bactéria Paraburkholderia sabiae em solos do bioma Mata atlântica, 

além de nodular com bactérias do gênero Rhizobium. Já, em seu bioma de origem, o 

simbionte encontrado foi predominantemente a Paraburkholderia diazotrophica; apenas um 

isolado proveniente do Rio Grande do Norte, foi classificado como Paraburkholderia 

symbiotica. A classificação taxonômica e a divisão baseada na localidade foram suportadas 

tanto pela filogenia do gene 16S rRNA quanto pela do gene recA. A filogenia do gene nifH 

também separou os isolados de acordo com seu local de origem. Contudo, ao contrário do que 

foi observado para os demais genes, a P. phymatum se apresentou evolutivamente mais 

próxima de P. diazotrophica do que de P. sabiae, indicando a ocorrência de uma transferência 

horizontal desse gene entre as duas primeiras espécies. Os resultados aqui apresentados 

demonstram a capacidade de adaptação da espécie a populações bacterianas nativas do 

Sudeste do Brasil. 

 

Palavras-Chave: Fixação Biológica do Nitrogênio; Beta-rizóbios; Filogenia.  



 

 

ABSTRACT 

DE OLIVEIRA, Isabelly Santos Rosado. Biogeography of rhizobia of sabiá (Mimosa 

caesalpiniifolia Benth.) isolated from the biomes Caatinga and Atlantic Forest. 2018. 

63p. Dissertation (Master in Environmental and Forest Sciences). Institute of Forestry, 

Department of Nature Conservation Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, 

RJ, 2018. 

The sabiá (Mimosa caesalpiinifolia Benth.) is a woody legume species native to the Caatinga, 

and which has been successfully introduced in other Brazilian biomes, such as the Cerrado 

and the Atlantic Forest. This species has high potential for several uses such as hedge, wood, 

and coal, among others. Its successful adaptation to different biomes may be related to its 

ability to associate symbiotically with nitrogen-fixing bacteria called rhizobia, in particular to 

beta-rhizobia of the genus Paraburkholderia. In this context, we studied the phylogeny of 

rhizobia strains that are involved in this symbiosis in the Caatinga and in the Atlantic Forest. 

The objective of this work was to study the phylogenetic relationships between rhizobia 

strains from Rio de Janeiro, where sabiá was introduced, and from regions where this legume 

is native to discover the relationship between the symbiont and the successful introduction of 

this species into a new environment. The morphological characterization of the isolates was 

carried out in yeast-mannitol agar and they were authenticated under sterile conditions in a 

glasshouse. The genotypic characterization of those strains was carried out by BOX-PCR, and 

representative strains were chosen for sequencing of the 16S rRNA, recA, and nifH genes, 

followed by phylogenic analysis with bioinformatics programs. The results showed that sabiá 

was mainly associated with Paraburkholderia sabiae in the Atlantic Forest, besides 

nodulating with Rhizobium. Paraburkholderia diazotrophica was the predominant symbiont 

in the Caatinga, with only one isolate from Rio Grande do Norte belonging to P. symbiotica. 

Both the taxonomic classification and the separation of strains by location were supported by 

the 16S rRNA, and recA phylogenies. The strains were also separated by location in the nifH 

phylogeny, however, differently from what was observed with the other genes, P. phymatum 

was phylogenetically closer to P. diazotrophica than to P. sabiae, indicating a possible 

horizontal transfer event between the first two species.  The results presented herein 

demonstrate the ability of sabiá to adapt to bacterial populations native to the Southeast. 

 

Keywords: Biological Nitrogen Fixation; Beta-rhizobia; Phylogeny. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A família Fabaceae (Leguminosae) é uma das mais significativas dentre as 

angiospermas, pois possui espécies amplamente distribuídas em toda faixa tropical e em 

regiões temperadas. São reconhecidos 770 gêneros e cerca de 19.500 espécies (LEWIS et al., 

2005; LPWG 2013a). Além disso, ela é uma das famílias botânicas com maior variedade de 

plantas superiores e está presente em quase todos os biomas brasileiros (ALLEN & ALLEN, 

1981; FELFILI et al., 1993; MOREIRA et al., 1992; SOLBRIG, 1996). 

Atualmente reclassificado dentro da subfamília Caesalpinioideae, no clado Mimosoid 

(AZANI et al., 2017), o gênero Mimosa possui cerca de 400 espécies, que podem ser 

encontradas em diferentes ambientes. Dentre as espécies desse gênero, o sabiá (Mimosa 

caesalpiniifolia Benth.) é nativo do Nordeste do Brasil, onde predomina o bioma Caatinga, e 

caracterizado por seu rápido crescimento, sua alta capacidade de regeneração e resistência ao 

tempo seco. Além disso, o sabiá pode ser utilizado como fonte de alimento para o gado, tem 

potencial para a produção de estacas e varas, possui valor apícola e paisagístico e é de grande 

utilidade em plantios de recuperação de áreas degradadas (PASSOS et al., 2007; BABIC et 

al., 2008; CARVALHO, 2007). 

O sabiá é capaz de se associar a bactérias fixadoras de N2, genericamente conhecidas 

como rizóbios, em especial aos beta-rizóbios, constituídos principalmente por espécies do 

gênero Paraburkholderia (anteriormente classificados em Burkholderia) (SAWANA et al., 

2014). A fixação biológica de nitrogênio (FBN) constitui-se na quebra da tripla ligação 

covalente de grande estabilidade entre os átomos de nitrogênio atmosférico e, apenas uma 

parcela de espécies de procariotos, consegue converter enzimaticamente N2 em N disponível e 

assimilável pela planta (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A FBN em leguminosas ocorre em 

estruturas radiculares conhecidas como nódulos, a formação destes nódulos é considerada 

complexa, e envolve mudanças significativas tanto na planta hospedeira quanto na bactéria 

(HUNGRIA et al., 2001). 

A capacidade do sabiá de nodular eficientemente com os rizóbios, pode estar 

diretamente relacionada à boa adaptação da espécie ao ambiente do Rio de Janeiro, onde 

predomina o bioma Mata Atlântica. Pode-se dizer que, essas bactérias desempenharam papel 

crítico na introdução bem-sucedida dessa espécie em um local de não ocorrência natural e 

que, devido a isso, o sabiá se tornou um modelo de estudo em potencial para se compreender 

como a interação com microrganismos simbiontes influencia a adaptação de espécies vegetais 

a novos habitats. 

Diante disso, é importante entender como as plantas e os microrganismos estão 

distribuídos em diferentes regiões, sendo o estudo da biogeografia e de técnicas que dão 

suporte a ela, fundamental para este fim. Os estudos da diversidade genética e da relação entre 

os parceiros simbiontes se utilizam técnicas biotecnológicas como, por exemplo, o uso de 

marcadores moleculares (XAVIER et al., 2006; BONTEMPS et al., 2010; LEMAIRE et al. 

2016). O uso destes marcadores permitiu uma grande evolução na análise de perfis de DNA, 

na biologia da conservação, na genética de populações e em estudos de filogenia 

(KUZNETSOVA et al., 2005; LI, CHEN e ZHANG, 2005; HAO et al., 2006; ZHANG et al., 

2007; KOCHIEVA et al., 2006).  

Dentre os genes que são utilizados como marcadores em estudos de filogenia e 

taxonomia, estão: o gene 16SrRNA, o recA, e os genes simbióticos como o nifH e o nodC. 

Além disso, o fingerprint genômico (“impressão digital”) utilizando iniciadores específicos, 

como o BOX, também é aplicado nos estudos de genética de microrganismos para traçar 

perfis e agrupá-los de acordo com as similaridades (MENNA et al., 2006; TORRES et al., 

2008).  
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Os estudos de biogeografia e diversidade de microrganismos são baseados em 

informações geradas por esses marcadores moleculares (BONTEMPS et al., 2010; 

BOURNAUD et al. 2013; LEMAIRE et al.,2016) e em conhecimentos geográficos prévios 

acerca do local de ocorrência das espécies vegetais e das propriedades dos solos nos quais elas 

se desenvolvem (PIRES et al., 2017).  
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo geral 

 

Comparar estirpes de rizóbios de sabiá provenientes do Estado do Rio de Janeiro, 

bioma Mata Atlântica, com estirpes isoladas das regiões de onde essa leguminosa é nativa, 

bioma Caatinga, visando estudar a sua biogeografia e a influência do endossimbionte na 

adaptação, estabelecimento e crescimento da espécie. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Realizar a caracterização morfológica dos rizóbios associados ao sabiá (Mimosa 

caesalpiniifolia Benth.); 

 Realizar a autenticação das estirpes em casa de vegetação em condições estéreis; 

 Realizar a caracterização genotípica das estirpes com a técnica de BOX-PCR e o 

sequenciamento dos genes 16SrRNA, recA e nifH. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 
3.1 Reclassificação das subfamílias de Fabaceae (Leguminosae) e a espécie Mimosa 

caesalpiniifolia Benth. (sabiá) 

 
A família Fabaceae (Leguminosae) tem sido foco de inúmeros estudos filogenéticos, e 

todos indicam que a classificação em três subfamílias (Caesalpinioideae DC., Mimosoideae 

DC. e Papilionoideae DC.) está ultrapassada (KAJITA et al., 2001; LAVIN et al., 2005; 

BRUNEAU, 2008; SIMON et al., 2009; CARDOSO et al., 2013b; LPWG, 2013a). Isto se 

deve ao fato destas subfamílias tradicionais terem sido classificadas essencialmente com base 

em características florais e, apesar da importância desses caracteres, estes estão muito mais 

propensos às modificações evolutivas e interferências ambientais, especialmente quando se 

fala em simetria floral (AZANI et al., 2017). 

A intenção com esta nova classificação é manter a utilidade dos grupos já conhecidos 

e, ao mesmo tempo, refletir corretamente as relações evolutivas e as características distintas 

em cada uma das subfamílias. As relações entre os principais grupos dentro de 

Caesalpinioideae, por exemplo, são consideradas, ainda, mal resolvidas e, os “mimosoides” 

apesar de morfologicamente distintos, fazem parte agora de um clado dentro desta subfamília 

(AZANI et al., 2017).  

Após a identificação de divergências na filogenia de Fabaceae, seis subfamílias foram 

reconhecidas e nomeadas da seguinte forma: Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae, 

Dialioideae, Caesalpinioideae (que inclui o clado mimosoid) e Papilionoideae (AZANI et al., 

2017). Vale destacar que, a anteriormente classificada como subfamília, Mimosoideae, agora 

é um clado dentro de Caesalpinioideae: o clado Mimosoid, composto por mais de 3.300 

espécies e que possui todos os gêneros pertencentes a antiga Mimosoideae mais o gênero 

Chidlowia, e dentre eles está o gênero Mimosa L. 

Dentre as espécies de Mimosa está a Mimosa caesalpiniifolia Benth., conhecida 

popularmente como sabiá. Ela ocorre naturalmente nos estados do Rio Grande do Norte, Piauí 

e Ceará (RIBASKI et al., 2003) e é uma espécie pioneira, com alta capacidade de regeneração 

e resistência à seca (BALBINO et al., 2010). Ela pode ser encontrada também em 

povoamentos artificiais do Maranhão à Bahia (RIZZINI, 1995) bem como em regiões úmidas 

dos Estados da Paraíba, Rio de Janeiro (Baixada Fluminense e Planaltos Fluminenses) e São 

Paulo (Vale do Paraíba do Sul e Planaltos Paulistas) (GOMES, 1977; MENDES, 1989). 

O sabiá é encontrado naturalmente em terrenos profundos e principalmente em solos 

de textura arenosa, o tronco é geralmente dotado de acúleos em maior ou menor grau e o 

caule espinhoso na idade jovem (CARVALHO, 2007). Espontaneamente ocorre em áreas de 

caatinga semi-úmidas com precipitações que variam de 600 a 1.000 mm ou em áreas mais 

secas, onde as temperaturas médias estão entre 20º C e 28º C, com déficit hídrico. Nesse caso, 

apresenta forma mais arbustiva com o tronco polifurcado (RIBASKI et al., 2003). 

A espécie na idade adulta pode atingir 10 m de altura por 30 cm de diâmetro a 1,30 m 

do solo, seu aspecto é entouceirado e apresenta uma boa capacidade de rebrota (LORENZI, 

2000). As folhas são bipinadas, geralmente com seis pinas opostas de 3 a 8 cm de 

comprimento e as flores são brancas, monóclinas, pequenas e axilares, reunidas em espigas 

cilíndricas de 5 a 10 cm de comprimento (RIZZINI E MORHS, 1976). O fruto é um craspédio 

plano com 70 a 100 mm x 10 a 13 mm x 1,0 a 1,2 mm (comprimento x largura x espessura) 

dividido em 5 a 9 artículos quadrangulares, presos por dois filamentos fibrosos laterais 

(CARVALHO, 2007). 

As sementes são lisas, duras e pequenas, medindo 5-8 mm de diâmetro e possuem 

altos níveis de dormência tegumentar (LORENZI, 2000), fazendo com que tratamentos de 

quebra de dormência sejam realizados, tais como: a imersão das sementes em água quente 
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(OLIVEIRA et al., 2003) e imersão, sem envoltório, em ácido sulfúrico concentrado 

(PASSOS et al., 2007). As raízes são caracterizadas como espessas, longas e numerosas e 

podem atingir os seis metros de comprimento, favorecendo a absorção de água das chuvas e a 

produção de folhagem antes das outras espécies da Caatinga (MENDES, 2001). 

O sabiá possui a capacidade de se associar com bactérias fixadoras de nitrogênio 

atmosférico. A simbiose pode ocorrer com membros da família Rhizobiaceae, pertencente à 

classe α-Proteobacteria, e também com membros da classe β-Proteobacteria, como a 

Paraburkholderia sabiae, que foi isolada de nódulos dessa planta, indicando que o sabiá se 

associa preferencialmente a espécies deste gênero (ELLIOTT, 2007; CHEN et al., 2008b). 

Muitos estudos realizados com espécies do gênero Mimosa têm demonstrado que as β-

proteobactérias desempenham um papel fundamental na fixação de nitrogênio em associação 

com plantas leguminosas (CHEN et al., 2005a; ELLIOT et al., 2009; GYANESHWAR et al., 

2011; BONTEMPS et al., 2010; REIS JUNIOR et al., 2010) e, atualmente, este gênero tem 

sido utilizado como modelo para estudos envolvendo associações simbióticas (PIRES et al., 

2017). 

 
3.2 Nodulação  

 
O evento da nodulação nas leguminosas, provavelmente, é resultado de um processo 

evolutivo que lhes conferiu a capacidade de fornecer nitrogênio para suprir a alta necessidade 

desta família (MCKEY, 1994), os nódulos são novos órgãos altamente especializados que 

consistem em células infectadas das plantas com bacteróides. Dentro dos nódulos, as bactérias 

assumem esta forma endossimbionte, o bacterióide, que é capaz de reduzir o nitrogênio 

atmosférico a amônio.  

A formação de um simples nódulo é resultado de um processo complexo que envolve 

diversos estágios. Basicamente, as sementes em germinação e as raízes exsudam moléculas 

que atraem quimicamente os rizóbios, outras que estimulam o crescimento das bactérias na 

rizosfera da planta e outras que desencadeiam a expressão de diversos genes, tanto na bactéria 

como na planta hospedeira. Em seguida, as bactérias penetram na raiz, formando os nódulos, 

onde ficarão alojadas. Quando os nódulos estão em plena atividade apresentam, em sua parte 

interna, coloração rósea intensa, devido a atividade da leg-Hemoglobina, que tem a mesma 

função da hemoglobina no sangue humano: o transporte de oxigênio, essencial às funções 

vitais desses microrganismos aeróbios (HUNGRIA et al, 2001). 

O estabelecimento da simbiose pode ocorrer se as bactérias possuírem genes 

necessários ao processo de fixação, como os genes nif e fix, e ao processo de nodulação, 

identificados como genes nod, nol e noe (HUNGRIA; STACEY, 1997; MORGANTE, 2003; 

RIVAS; GARCÍA-FRAILE; VELÁZQUEZ, 2009). Dentre os genes requeridos à nodulação, 

o gene nodC por exemplo, é frequentemente usado para entender as especificidades 

simbióticas, pois está envolvido na síntese dos lipo-quito-oligossacarídeos, ou fatores de 

nodulação (Fatores Nod). São esses fatores que induzem a expressão dos genes de nodulação 

nas raízes das leguminosas, dando início ao processo de formação do nódulo. Além dos 

fatores Nod, existem outros compostos como carboidratos, proteínas e polissacarídeos 

presentes na célula do simbionte que auxiliam no processo de infecção das raízes da planta 

(BROUGHTON et al, 2006). 

 

3.3 Nitrogênio e Fixação Biológica do Nitrogênio (FBN) 

 
O nitrogênio (N) é o macronutriente exigido em maior quantidade pelos vegetais e 

constitui-se no quarto elemento mais abundante da matéria orgânica, por ser fundamental na 

estrutura e função de aminoácidos, proteínas, enzimas, ácidos nucleicos, hormônios, clorofila, 
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entre outros (MORGANTE, 2003). Ele é considerado, juntamente com o fósforo, o nutriente 

mais limitante aos sistemas de produção (ODUM, 2001; RICKFLES, 2003), principalmente 

em condições tropicais (FRANCO et al., 1992). Diante disto, processos que tornem a 

incorporação destes nutrientes viável e sem grandes impactos ao meio ambiente, como por 

exemplo a fixação biológica do nitrogênio (FBN) que acontece através da simbiose rizóbio-

leguminosa, são importantes e devem ser estudados.  

A FBN é um processo que consiste, basicamente, na quebra da tripla ligação covalente 

que confere estabilidade aos átomos do N2 atmosférico. O nitrogênio é retirado do ar e 

transformado em amônio, que é utilizado diretamente pela planta. O nitrogênio fixado pode, 

ainda, ser transformado em nitrato no solo, forma em que também se encontrará disponível 

para ser assimilado. Vale ressaltar que, apenas uma pequena parte dos procariotos consegue 

realizar esta conversão enzimática de N2 em N disponível (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). 

Os genes estruturais, que participam do mecanismo de fixação de forma ativa, podem 

ser utilizados para estudar relações entre espécies de rizóbios. Desde sua descrição em 

Klesbiella pneumoniae (CANNON et al., 1974; DIXON et al., 1980), especificamente o gene 

nifH, tem sido bastante utilizado em estudos filogenéticos e possui um vasto banco de dados. 

Em diferentes organismos fixadores, são encontrados genes homólogos aos genes nif, 

provavelmente pela presença comum a todos estes microssimbiontes da enzima nitrogenase. 

Dentre os sistemas conhecidos, que realizam a FBN, pode-se citar como um bem 

caracterizado e explorado o da relação simbiótica rizóbio-leguminosa. Os rizóbios são um 

grupo de bactérias Gram-negativas que abrangem um grupo de α (alfa)-proteobactérias dos 

gêneros Allorhizobium (de LAJUDIE et al., 1998; MOUSAVI et al., 2014), Aminobacter 

(MAYNAUD et al. 2012), Azorhizobium, Bradyrhizobium (GARRITY; BELL; LILBURN, 

2006), Devosia (RIVAS et al., 2003), Mesorhizobium (LARANJO, ALEXANDRE; 

OLIVEIRA, 2014), Methylobacterium (GARRITY; BELL; LILBURN, 2005b, 2006), 

Microvirga (ARDLEY et al., 2012), Neorhizobium (MOUSAVI et al., 2014), Ochrobactrum 

(TRUJILLO et al., 2005) ‘Pararhizobium’ (MOUSAVI et al., 2015), Rhizobium, 

Sinorhizobium (= Ensifer), (GARRITY; HOLT, 2001) e Shinella (LIN et al., 2008) e um 

grupo de β (beta)-proteobactérias dos gêneros Burkholderia, Paraburkholderia e Cupriavidus 

(MOULIN et al., 2001; CHEN et al., 2001). 

A capacidade das β-proteobactérias em formar nódulos em leguminosas foi descoberta 

por Moulin et al. (2001), que constatou a capacidade de Paraburkholderia em nodular e fixar 

N2, e por Chen et al. (2001) que isolou e caracterizou uma espécie nodulante de Cupriavidus, 

o Cupriavudus taiwanensis. Estas espécies foram denominadas beta-rizóbios para diferenciá-

las dos até então conhecidos alfa-rizóbios (DALL’AGNOL, 2016). 

 

3.4 Taxonomia de microrganismos 

 
A taxonomia consiste em classificar, nomear, e identificar grupos de organismos e é 

geralmente relacionada à sistemática (COWAN, 1968). A sistemática bacteriana é descrita 

como um estudo da diversidade e das inter-relações com o objetivo de caracterizar e organizar 

as bactérias (TRUPER & SCLEIFER, 1991).  

A classificação consiste na organização dos organismos em grupos (taxa), com base 

em características em comum, e a nomeação (ou nomenclatura) é a determinação de nomes 

para os grupos taxonômicos. A classificação bacteriana se divide em diversos níveis, sendo o 

maior chamado de Domínio. Para cada Domínio são descritos os Filos, Classes, Ordens, 

Famílias, Gêneros, espécies e subespécies (GARRITY & HOLT, 2001). Já a identificação tem 

por objetivo determinar a identidade de um isolado como parte integrante, ou não, de um 

grupo específico. 
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Segundo Dall’Agnol (2016) para uma classificação adequada de um determinado 

microrganismo, deve-se seguir processos rigorosos a fim de evitar dúvidas e equívocos 

durante o desenvolvimento de pesquisas científicas. Atualmente, diversas ferramentas são 

utilizadas com o objetivo de se atingir um consenso taxonômico a partir da integração de 

dados fenotípicos, genotípicos e filogenéticos que fornecem uma definição da verdadeira 

posição de estirpes dentro de um táxon. 

As informações fenotípicas, como por exemplo análises morfofisiológicas, sorologia, 

perfil de ácidos graxos celulares e exopolissacarídeos (EPS), fornecem dados complementares 

às informações genéticas e filogenéticas (GILLIS et al., 1995; VANDAMME et al., 1996) e, 

apesar destas características não fornecerem informações sobre o genoma, elas contribuem 

para a rápida identificação de um gênero ou um grupo determinado de espécies. 

As informações genotípicas, como por exemplo as análises de ácidos nucleicos (DNA 

e RNA), porcentagem de G+C e sequenciamento de genes, são consideradas mais confiáveis 

(STACKEBRANDT et al., 2002). Pode-se dizer que, uma revolução biotecnólogica 

aconteceu, após o desenvolvimento da metodologia da reação em cadeia polimerase (PCR - 

do inglês Polymerase Chain Reaction), da hibridação DNA-DNA e do sequenciamento por 

Sanger, que foram sendo aperfeiçoadas e se tornaram indispensáveis para a taxonomia 

bacteriana (DALL’AGNOL, 2016).  

Além dessas análises, a obtenção de perfis genéticos através de técnicas de 

fingerprinting, como a BOX-PCR, também são utilizadas em estudos de classificação e 

taxonomia. A metodologia de BOX-PCR é reconhecida pelo seu eficaz poder de 

discriminação, a amplificação dos elementos box, especialmente a subunidade boxA, de 54pb 

e aproximadamente 25 cópias no genoma (HUNGRIA et al., 2008; KOEUTH et al., 1995) é 

realizada através de um único primer, o BOX-A1R. Isto é possível, porque as sequências 

desses elementos estão em orientações invertidas no genoma (RADEMAKER et al., 2004). 

Atualmente, uma abordagem polifásica, ou seja, que integra informações de dados 

fenotípicos e genotípicos, tem sido muito utilizada em estudos taxonômicos de 

microrganismos e tem contribuído, por exemplo, para a identificação de novas espécies de 

bactérias fixadoras de nitrogênio. 

 

3.4.1 Breve histórico da taxonomia dos rizóbios 

 

Inicialmente, as bactérias capazes de nodular e fixar nitrogênio em simbiose com 

leguminosas, eram representadas apenas pelo gênero Rhizobium, o qual foi descrito pela 

primeira vez por Kircher em 1896, com base somente em características fenotípicas. Fred et 

al. (1932) descreveram seis espécies através de experimentos de inoculação cruzada entre a 

bactéria e a planta hospedeira, pois acreditava-se que cada espécie de Rhizobium era 

específica para uma determinada espécie de leguminosa. Posteriormente, características 

fisiológicas, bioquímicas e genéticas passaram a ser consideradas, permitindo a divisão dos 

rizóbios em dois grupos: os de crescimento lento e os de crescimento rápido, porém ainda 

faziam parte do mesmo gênero: Rhizobium (JORDAN & ALLEN, 1974; BUCHANAN, 

1980). Em 1982, houve uma reclassificação da espécie Rhizobium japonicum em um novo 

gênero, o Bradyrhizobium (brady = lento), este nome faz referência às taxas de crescimento 

desta bactéria (JORDAN, 1982; 1984). 

Entre as décadas de 1980 e 1990, o emprego das técnicas de biologia molecular 

representou um grande avanço na taxonomia procariótica, pois estudos filogenéticos passaram 

a ser realizados com os genes ribossomais (RNAr). Os resultados obtidos pela análise do gene 

ribossomal 16S, resultou na escolha desta molécula para conjecturar relações filogenéticas e 

assim auxiliar a taxonomia em procariotos (GARRITY & HOLT, 2001). 
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Os genes ribossomais apresentam características favoráveis em estudos filogenéticos, 

pois: são encontrados em todos os organismos vivos; são os principais componentes da 

estrutura dos ribossomos, e por isso, abundantes na célula; e possuem regiões que tem taxas 

de evolução diferentes, permitindo que as análises filogenéticas sejam realizadas em vários 

níveis de resolução taxonômica (WOESE, 1987; 1990; DELONG et al., 1989; GARRITY & 

HOLT, 2001). Devido a essas características, as sequências do gene ribossomal 16S, 

passaram a ser utilizadas para comparar organismos e para compreender filogenias 

(WEISBURG et al., 1991; GARRITY & HOLT, 2001). 

Pela definição de taxonomia, a sequência completa do gene ribossomal 16S possibilita 

classificar os procariotos até o nível de gênero (GARRITY & HOLT, 2001). Uma eficaz 

ferramenta utilizada pela taxonomia atual para a determinação de espécie, tem sido o estudo 

da filogenia, ou seja, o estudo das relações evolutivas entre os organismos, indicando seu 

possível grupo, suas afinidades com outros grupos e seu lugar nas famílias e reinos 

(GARRITY & HOLT, 2001). Estes estudos de filogenia se beneficiaram pela técnica de PCR, 

que possibilita a amplificação de sequências de DNA previamente conhecidas (SAIKI et al., 

1988) e que também facilitou as análises do 16S rRNA. Outros genes capazes de fornecer um 

embasamento para as relações filogenéticas entre procariotos, além dos genes ribossomais, 

também foram descobertos, como por exemplo: gyrB, rpoD, dnaK e recA (CONENYE & 

VANDAMME, 2003).  

Gevers et al (2005) indicaram uma tendência que refina a taxonomia e a filogenia 

bacteriana e, a partir deles, foi desenvolvida a metodologia chamada Multilocus Sequencing 

Analysis (MLSA), que consiste no sequenciamento e análise conjunta de genes conservados, 

que atuam como marcadores filogenéticos, os chamados genes housekeeping 

(STACKEBRANDT et al., 2002). Os estudos de diversidade e classificação bacteriana têm se 

beneficiado com esta metodologia e, a partir disso, têm fornecido informações cada vez mais 

precisas acerca das relações filogenéticas existentes entre os microrganismos. 

 

3.4.2 O gênero Burkholderia  

 

O gênero Burkholderia abrange mais de 100 espécies de bactérias que habitam 

diversos ecossistemas (LPSN, 2018). Este gênero ocupa vários nichos ecológicos e pode ser 

encontrado em diversos ambientes como água doce e salgada, no solo, na rizosfera de plantas 

e no interior de nódulos de leguminosas. 

A capacidade do gênero Burkholderia de prosperar em ambientes completamente 

diferentes é notável e comparável à de outros gêneros versáteis, como Pseudomonas e o grupo 

das enterobactérias (ESTRADA DE LOS SANTOS, 2015). Existem duas explicações 

possíveis para esta diversidade, que são: a probabilidade de transferência horizontal de genes 

entre as espécies (BLAHA et al., 2006) e a prevalência de sequências de inserção em genomas 

de Burkholderia que modulam a expressão gênica (LESSIE et al., 1996; MICHÉ et al., 2001), 

sendo que esta última característica foi analisada quase que exclusivamente em espécies 

patogênicas. 

As espécies do complexo Burkholderia cepacia (BCC) e do grupo B.pseudomallei são 

patogênicas oportunistas e podem ser encontradas em ambientes hospitalares, trato 

respiratório humano e acometem, geralmente, pacientes com a imunidade comprometida 

(COENYE et al., 2001; DOWSON, 2008). A variedade de interações entre Burkholderia e 

seus hospedeiros é considerada complexa e diversa, algumas espécies parecem interagir 

estritamente com um tipo de hospedeiro, enquanto outras possuem maior abrangência: a 

interação pode ser de natureza patogênica, endofítica, de vida livre na rizosfera ou simbiótica 

(COENYE et al.,2001). 
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3.4.3 Reclassificação das espécies ambientais de Burkholderia no gênero 

Paraburkholderia 

 

Yabuuchi et al. (1992) descreveram o gênero Burkholderia com o objetivo de 

reclassificar sete espécies de Pseudomonas (atualmente classificadas como: B. cepacia, B. 

pseudomallei, B. mallei, B. gladioli, B. caryophylli, B. pickettii e B. solanacearum) que 

faziam parte de um grupo separado das demais espécies em análises do gene 16S rRNA, que 

era o denominado grupo II (KARPATI; JONASSON,1996; SHELLY et al., 2000). No 

entanto, em análises filogenéticas realizadas ao longo dos anos, era possível identificar ainda 

subgrupos que separavam espécies ambientais (que colonizam locais como solo, água e 

rizosfera), de espécies patogênicas e, com base também em filogenias do gene 16S rRNA o 

grupo das espécies ambientais foi denominado “Grupo A” e o de espécies patogênicas “Grupo 

B” (ESTRADADE LOS SANTOS; BUSTILLOS-CRISTALES; CABALLERO-MELLADO, 

2001; CABALLERO-MELLADO et al. 2004). 

Gyaneshwar et al. (2011) propuseram para o grupo chamado de “benéfico ambiental” 

– Grupo A – o gênero Caballeronia, após análises utilizando a técnica de MLSA com vários 

genes housekeeping e um número grande de espécies de Burkholderia. Já Sawana et al. 

(2014) realizaram estudos filogenéticos baseados em proteínas conservadas do cromossomo e 

propuseram para o Grupo A o nome Paraburkholderia. Ambos os nomes foram validados, e 

as espécies agrupadas no clado ambiental foram transferidas para o gênero Paraburkholderia; 

aquelas que apresentaram características distintas das demais foram consideradas no gênero 

Caballeronia (OREN; GARRITY, 2015; DOBRITSA; SAMADPOUR, 2016). 

Uma das questões levantadas na literatura especializada, é se as espécies ambientais 

podem ser patogênicas ou não. Diante disso, Angus et al. (2014) estudaram um grupo 

representativo de Burkholderia e constataram que proteínas relacionadas à virulência (T3SS-3 

e T6SS-5) eram ausentes nas espécies ambientais. Chen et al. (2014) verificaram ainda que, 

algumas espécies ambientais que possuíam sequências codificadoras de proteínas relacionadas 

à patogênese não possuíam reguladores requeridos para a invasão celular.  

Estrada de los Santos et al. (2015) fizeram um estudo de revisão abordando a 

distribuição das espécies de “Burkholderia ambientais”. Eles afirmaram que é preciso saber 

mais sobre a troca de genes entre as espécies simbióticas e patogênicas e questionaram a 

divisão do gênero em alguns aspectos, apesar de também comentarem sobre o potencial 

biotecnológico destas bactérias e a possível aplicação das mesmas na agricultura. Eles 

identificaram neste estudo, o que chamaram de “Grupo de transição I”, que contêm espécies 

nodulantes como a Paraburkholderia symbiotica (SHEU et al., 2012) junto com outras 

espécies que previamente foram alocadas no Grupo B, como B. endofungorum, B. rhizoxinica, 

B.caryophilli, dentre outras. Eles comentaram ainda que, não será surpreendente caso espécies 

nodulantes de Burkholderia sejam descobertas fora do grupo das espécies ambientais, visto a 

sua grande diversidade e o número cada vez maior de espécies descritas. 

 

3.4.4 O gênero Paraburkholderia 

 

O gênero Paraburkholderia abrange atualmente 65 espécies (LPSN, 2018) e encontra-

se dentro do Domínio Bacteria, Filo Proteobacteria, Classe Beta-proteobacteria, Ordem 

Burkholderiales, Família Burkholderiaceae (GARRITY et al., 2005a; SAWANA et al., 2014; 

OREN; GARRITY, 2015). Dentro desta família, encontra-se outro gênero denominado 

Cupriavidus, que abrange atualmente 16 espécies (LPSN, 2018), duas delas capazes de formar 

nódulos em leguminosas, o C. tawaianensis e o C. necator (CHEN et al., 2001; da SILVA et 

al., 2012). 
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Moulin et al. (2001) e Chen et al. (2001) descreveram a capacidade de algumas 

espécies de β-proteobactérias em nodular leguminosas, e isso foi considerada uma grande 

descoberta pois, até então, esta habilidade havia sido verificada apenas entre espécies de α-

proteobactérias. A presença dos genes de fixação e nodulação também foi verificada, tais 

como o nifH e nodC (MOULIN et al., 2001; GYANESHWAR et al., 2011) e isso confirmou 

ainda mais a versatilidade encontrada no gênero Paraburkholderia. 

 

3.5 Preferência do gênero Mimosa por Paraburkholderia no Brasil  

 

Os principais gêneros de plantas hospedeiras que nodulam em simbiose com 

Paraburkholderia são Mimosa e Piptadenia (BONTEMPS et al., 2010; REIS JUNIOR et al., 

2010; BOURNAUD et al., 2013). Bontemps et al. (2010) investigaram a diversidade de 

simbiontes de um grande número de espécies de Mimosa em 3 regiões do Brasil Central, que 

é um importante centro de diversificação do gênero. Eles identificaram as espécies de 

Paraburkholderia como os principais simbiontes e provaram a existência de uma associação 

específica entre esses dois gêneros. Reis Junior et al. (2010) confirmaram, através de uma 

extensa pesquisa de nodulação em Mimosa nos biomas Cerrado e Caatinga, que as estirpes de 

Paraburkholderia são simbiontes predominantes e, foram os primeiros a demonstrar a 

capacidade de fixação biológica de nitrogênio por beta-rizóbios em condições de campo. 

Além disso, foram pioneiros em examinar um componente do complexo nitrogenase em 

Paraburkholderia, provando que o gênero é simbioticamente eficaz. A atividade da 

nitrogenase foi observada através de microscopia dentro dos bacterióides das espécies 

estudadas, como por exemplo, em nódulos de Mimosa caesalpiniifolia Benth. Outra grande 

coleta foi realizada por Bournaud et al. (2013), neste caso no estado do Rio de Janeiro (Bioma 

Mata Atlântica), com o objetivo de avaliar a diversidade de Paraburkholderia em plantas do 

grupo Piptadenia e gêneros associados. Neste estudo, eles também verificaram que espécies 

de Paraburkholderia eram os simbiontes prevalentes nas plantas e que a diversidade era 

maior do que a encontrada em outros biomas, como Cerrado (BONTEMPS et al., 2010; REIS 

JUNIOR et al., 2010) e Caatinga (REIS JUNIOR et al., 2010). 

Bontemps et al. (2010) relatam ainda que, a distribuição de espécies de 

Paraburkholderia reflete o ambiente ao invés do hospedeiro. Eles afirmam que ao invés de se 

especializar em grupos de hospedeiros, as espécies deste gênero parecem ter nichos distintos 

influenciados por fatores físicos. Eles relatam também que a simbiose Paraburkholderia-

Mimosa é generalizada em vários sentidos: abrange uma ampla área geográfica, uma ampla 

diversidade taxonômica em ambos os gêneros parceiros e uma ampla diversidade de 

sequências de genes de simbiose. 

Estudos recentes também mostraram uma alta diversidade de espécies do gênero 

Paraburkholderia no Bioma Mata Atlântica (DALL’AGNOL et al., 2017) e que 

características geográficas e ecológicas influenciam no padrão de simbiontes (BOURNAUD 

et al., 2013; BONTEMPS et al., 2016) além das características dos solos (LEMAIRE et al., 

2016; PIRES et al., 2017). 

Bontemps et al. (2016) verificaram que espécies nativas e endêmicas de alguns estados 

centrais no México não foram noduladas por Paraburkholderia, mas sim pelos gêneros da 

classe das α-proteobactérias: Rhizobium e Ensifer. Estes autores também atribuíram a 

diferença dos simbiontes a uma evolução “separada” dos grupos de espécies do gênero 

Mimosa em solos com características muito distintas, ou seja, as espécies do Brasil são 

endêmicas de solos ácidos, que sustentam uma população de Paraburkholderia adaptadas e 

tolerantes, enquanto que as do México são endêmicas para solos principalmente neutro-

alcalinos, que suportam uma gama mais ampla de simbiontes potenciais.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Origem dos isolados  

 

Foram selecionados 83 isolados que foram obtidos a partir de amostras de solo 

inoculadas em “plantas-isca” e/ou diretamente de nódulos de sabiá de diferentes municípios 

das regiões Sudeste e Nordeste do Brasil, além de 4 estirpes “BR” (estirpes de referência já 

caracterizadas) presentes no Centro de Recursos Biológicos – Johanna Dobereiner (CRB-JD) 

da Embrapa Agrobiologia localizada em Seropédica-RJ, totalizando 87 isolados (a origem das 

culturas obtidas e os responsáveis pelos isolamentos foram descritos na Tabela 2A - anexo A).  

Estes isolados foram estocados no Laboratório de Leguminosas Florestais da Embrapa 

Agrobiologia e cultivados em meio 79 (FRED & WAKSMAN, 1928) até que fossem 

purificados (processo realizado para a eliminação da contaminação até que seja possível se 

obter apenas colônias puras). 

 

4.2 Caracterização morfocultural  

 

Os isolados foram cultivados em meio 79 (FRED & WAKSMAN, 1928), a 28ºC, e 

caracterizados de acordo com suas características culturais, que foram organizadas na Tabela 

3B. As características culturais levadas em consideração foram: alteração do pH do meio, 

produção de goma (polissacarídeos extracelulares), taxa de crescimento e características das 

colônias (tamanho, formato, borda, elevação, superfície, transmissão de luz e coloração das 

colônias).  

As culturas foram visualizadas durante sete dias e a caracterização foi realizada no 

oitavo dia após a inoculação do meio de cultura. As estirpes “BR” (3405, 3407, 3424 e 3446) 

não foram caracterizadas morfologicamente no presente estudo e, por isso, não foram 

incluídas na Tabela 3B – anexo B. 

 

4.3 Experimento de autenticação 

 

O experimento de autenticação foi realizado com o objetivo de verificar a formação de 

nódulos em plantas de sabiá inoculadas com as bactérias selecionadas para o estudo. Para isto, 

as sementes de sabiá foram previamente germinadas para que sua qualidade fisiológica 

pudesse ser avaliada. Antes de serem desinfestadas, as sementes passaram pelo processo de 

escarificação química e foram imersas em ácido sulfúrico a 98% por 4 minutos para a quebra 

da dormência.  

As sementes foram esterilizadas superficialmente e passaram pelas seguintes etapas: 

quebra da tensão superficial em álcool 70%, por 30 segundos; lavagem com água estéril; 

desinfestação superficial com peróxido de hidrogênio (H2O2) concentrado por 2 minutos e por 

fim, foram lavadas novamente de forma abundante com água destilada estéril e colocadas em 

placas de Petri esterilizadas, contendo papel de filtro e algodão umedecido.  

As sementes foram germinadas em câmara B.O.D. sob temperatura de 28°C e 

fotoperíodo de 12 h, durante 5 dias, sendo avaliada a percentagem de germinação, até que a 

radícula alcançasse um centímetro de comprimento. Foram utilizadas 4 repetições com 25 

sementes em cada. 

O experimento foi montado em garrafas de vidro de 350 mL, que foram preparadas 

com duas fitas de papel de germinação, de 20 cm x 2,0 cm (comprimento x largura), 

posicionadas ao centro e lacradas ao gargalo, de forma que a solução nutritiva pudesse ficar 

em contato com as raízes das plantas. As garrafas foram envoltas com papel pardo e, antes de 

serem lacradas com papel alumínio, um pedaço de algodão foi posicionado “na boca da 
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garrafa” para servir de apoio para as sementes pré-germinadas. Foram utilizados 200 mL de 

solução de Norris (GRUZMAN e DÖBEREINER, 1968) em cada garrafa e depois elas foram 

esterilizadas em autoclave. 

Para o preparo do inóculo, as bactérias foram cultivadas em meio 79 líquido (FRED & 

WAKSMAN, 1928) sob agitação horizontal orbital (150 rpm) até apresentarem crescimento. 

A inoculação foi realizada no momento do plantio adicionando 1 mL por plântula. 

O experimento foi montado em casa de vegetação em condições estéreis na Embrapa 

Agrobiologia (Seropédica, RJ) com duas garrafas para cada bactéria (replicatas). Como 

controle negativo foram plantadas em duas garrafas sementes não inoculadas e, como controle 

positivo, foram utilizadas as estirpes de referência BR 3405 e BR 3407 ambas anteriormente 

descritas (Paraburkholderia sabiae). 

Após o plantio e inoculação, sacos de polietileno foram colocados em cima de cada 

garrafa, para funcionarem como uma proteção para as sementes e fornecer umidade. Após 

sete dias, os sacos foram retirados e a boca da garrafa foi selada com uma película flexível 

com ação aderente (Parafilm). 

Para se ter a certeza de que a visualização dos nódulos aconteceria após o tempo 

necessário para a formação dos mesmos, foram realizadas duas coletas prévias das plantas 

inoculadas com os controles positivos. A primeira coleta foi realizada 21 dias após o plantio, 

onde já foi possível detectar a presença de pequenos nódulos e a segunda coleta foi realizada 

30 dias após o plantio, onde foi possível detectar a presença de nódulos bem desenvolvidos e 

ativos. A coleta de todo o experimento aconteceu 15 dias depois, ou seja, o mesmo foi 

conduzido em casa de vegetação por 45 dias no total. 

 

4.4 Análises Moleculares 

 

4.4.1. Extração de DNA 

 

Após os resultados do experimento de autenticação, o DNA genômico dos isolados 

que nodularam foi extraído com o kit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) 

conforme as instruções do fabricante. A extração do DNA foi realizada a partir de uma cultura 

de células crescidas em Meio 79 líquido, a 28°C, em agitação constante de 150 rpm. O DNA 

foi quantificado por espectrometria em um equipamento QUBIT (Invitrogen) e a concentração 

foi ajustada para 10 ng.µL-1. 

 

4.4.2. Análise de BOX-PCR 

 

O oligonucletídeo iniciador BOX A1R (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-  3’) 

foi utilizado em reações de 25 µL de acordo com protocolo descrito por BRUIJN et al. (1996). 

A amplificação foi realizada com uma etapa de desnaturação inicial de 95ºC por cinco 

minutos, seguida de 30 ciclos, sendo cada ciclo composto por mais uma etapa de desnaturação 

a 94ºC por um minuto, uma etapa de anelamento a 53ºC por um minuto e uma etapa de 

extensão a 65ºC por oito minutos. Para garantir que a amplificação completa dos produtos de 

PCR fosse alcançada, procedeu-se uma etapa de extensão final a 65ºC por 16 minutos. 

 Os produtos das reações de BOX-PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 2%, corados com brometo de etídeo e fotografados em um Fotodocumentador Kodak 

Gel Logic 100 Imaging System®. Os perfis obtidos foram analisados através do programa 

Bionumerics 6.6 (Applied Maths BVBA, Belgium), onde foram alinhados e utilizados para o 

cálculo de matrizes de similaridade com base no índice de Dice e para construção de um 

dendrograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic 

averages). 
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O dendograma foi analisado e os isolados foram comparados dentro de cada grupo 

(locais de isolamento). Esta análise comparativa foi realizada visualmente, ou seja, o padrão 

de bandas de cada isolado foi levado em consideração como critério de seleção: dentre dois 

que apresentaram o mesmo padrão de bandas foi escolhido somente um para as etapas 

posteriores. 

 

4.4.3. Amplificação dos genes 16S rRNA, recA e nifH 

 

Os isolados selecionados foram submetidos à PCR para amplificação de fragmentos 

dos genes: 16S rRNA (cerca de 1500 pb), recA BUR1 e BUR2 para Burkholderia (cerca de 

869 pb), recA 6F e 555R para Rhizobium (cerca de 549 pb) e nifH Chen (cerca de 658 pb). A 

sequência dos primers utilizados, a concentração dos reagentes, as condições de amplificação 

e as referências estão descritos na Tabela 1.  

Os produtos das reações de amplificação de cada gene foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etídeo e fotografados em um 

Fotodocumentador Kodak Gel Logic 100 Imaging System® e, posteriormente, foram 

preparados para o sequenciamento conforme descrito no próximo item (4.4.4). 
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Tabela 1: Primers utilizados no estudo e condições das reações de amplificação. 

Primers Reação Ciclos Referência 
16S rRNA-  

Amp1 5'-GAGAGTTTGATYCTGGCTCAG-3'  

Amp2 5'-AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3' 

Tampão 1X; MgCl2, 3 mM; dNTPs, 0.3 

mM; Primer Amp1, 0.1 µM; Primer 

Amp2, 0.1 µM; 0.05 U Taq por µL. 

Desnaturação inicial a 95ºC, por 

5 min.; 30 ciclos de 95ºC, 1 

min.; 55ºC, por 1.5 min.; 72ºC, 

por 1.5 m; e Extensão final a 

95ºC por 3 min. 

Wang et al. (1996) 

recA 

Bur1F- 5’-GATCGARAAGCAGTTCGGCAA-3’ 

Bur2R- 5’-TTGTCCTTGCCCTGRCCGGA-3’ 

Tampão 1X; MgCl2, 1.5 mM; dNTPs, 

0.3 mM; Primer recA BUR1F, 0.8 µM; 

Primer recABUR2R, 0.8 µM; 0.05 U 

Taq por µL. 

Desnaturação inicial a 95ºC, por 

5 min.; 35 ciclos de 95ºC, 1 

min.; 63ºC, por 1min; 72ºC, por 

2min; e Extensão final a 95ºC, 

por 3 min. 

Payne et al. (2005) 

nifH 

ChenF- 5’- CGCIWTYTACGGIAARGGIGG-3’  

ChenR- 5’-GGIKCRTAYTSGATIACIGTCAT-3’ 

Tampão 1X; MgCl2, 1.5 mM; dNTPs, 

0.3mM; Primer nifHChenF, 0.8 µM; 

Primer nifHChenR, 0.8 µM; 0.05 U Taq 

por µL. 

Desnaturação inicial a 95ºC, por 

5 min.; 35 ciclos de 95ºC, 1 

min.; 58ºC, por 1min; 72ºC, por 

2min; e Extensão final a 95ºC, 

por 3 min. 

Chen et al. (2005b) 

recA 

6F- 5´-CGKCTSGTAGAGGAY AAATCGGTGGA-3´ 

555R 5´-CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT-3´ 

Tampão 1X; MgCl2, 1.5 mM; dNTPs, 

0.3 mM; Primer recA6F, 0.8 µM; Primer 

recA555R, 0.8 µM; 0.05 U Taq por µL. 

Desnaturação inicial a 95ºC, por 

5 min.; 30 ciclos de 95ºC, 1 

min.; 55ºC, por 1min; 72ºC, por 

1.5 m; e extensão final a 95ºC, 

por 3 min. 

Gaunt et al. (2001) 
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 4.4.4 Sequenciamento e montagem de contigs  

 
Para o sequenciamento, duas alíquotas dos produtos de PCR foram separadas: uma 

alíquota de 2 µL para a quantificação do DNA e outra de 10 µL para a purificação com as 

enzimas EXO/FastAP (ThermoFisher Scientific). O mix de purificação enzimático foi 

preparado e aquecido a 37ºC, por 15 minutos, e a 85ºC, por 20 minutos. 

Após esse tratamento, as amostras foram marcadas utilizando-se o Big Dye Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit version 3.1 (Applied Biosystems, EUA) em uma placa 

contendo 96 poços. Este mix foi preparado com o DNA da amostra, água ultrapura para PCR, 

primers dos genes de interesse, o tampão da reação e o Big Dye (o volume total da reação foi 

de 10 µL). As reações foram preparadas para as duas porções de cada gene, ou seja, para a fita 

líder e para a fita reversa.  

A placa foi levada ao termociclador e passou pelos seguintes estágios: desnaturação 

inicial a 96º por 1 minuto, seguida por 35 ciclos de: desnaturação a 96º por 15 segundos, 

anelamento a 50º por 15 segundos e extensão final a 60º por 4 minutos. Após estas etapas, foi 

realizada uma purificação pós-reação (precipitação) com Acetato de Sódio, EDTA e Etanol, 

que foi encaminhada para aplicação no sequenciador ABI3500 (Applied Biosystems), pelo 

método Sanger, no Laboratório de Genoma da Embrapa Agrobiologia (Seropédica-RJ). 

Após o sequenciamento, as sequências da fita líder e da fita reversa de cada gene 

foram utilizadas para a montagem de contigs com o programa ChromasPro (Technelysium). 

As regiões de baixa qualidade foram removidas manualmente e os contigs avaliados 

individualmente para garantir a qualidade da montagem.  

Os contigs montados foram submetidos à análise com o algoritmo BLASTn 

(ALTSCHUL et al., 1990) para busca de sequências de alta similaridade no banco de dados 

público NCBI GenBank®. A base de dados de pesquisa utilizada foi a Nucleotide collection – 

(nr/nt) e os parâmetros de análise utilizados foram os default do BLASTn. As sequências que 

apresentaram alta identidade com as amostras estudadas foram selecionadas para servirem 

como sequências de referência. Os contigs serão descritos como “sequências” nos tópicos a 

seguir. 

 

4.4.5 Alinhamentos e análises filogenéticas 

 

As sequências do gene 16S rRNA foram comparadas e alinhadas com sequências de 

alta similaridade através da ferramenta seqmatch do Ribossomal Database Project (COLE et 

al.,2007). Já as sequências dos genes nifH e recA foram submetidas a análises de similaridade 

no Genbank® através da ferramenta BLASTn, como mencionado anteriormente. As 

sequências de proteínas correspondentes foram alinhadas com o programa MEGA6 (KUMAR 

et al., 2013). 

As árvores de cada gene foram geradas utilizando-se o programa MEGA 6 (KUMAR 

et al. 2013) com as sequências do presente estudo mais as sequências das estirpes de 

referência obtidas no Genbank®. O melhor modelo de substituição para o cálculo das 

distâncias utilizadas na análise filogenética, definido com base na análise de modelos 

calculada e disponibilizada no MEGA 6, foi o Tamura 3 parâmetros (T92) para recA e nifH e 

o Tamura-Nei (TN93) para o gene 16S rRNA. O método utilizado para construção das 

filogenias foi o de máxima verossimilhança. 

O suporte estatístico para os diferentes clados formados nas árvores foi calculado pela 

análise de amostragem bootstrap (SWOFFORD et al., 1996), onde o valor calculado indica a 

confiabilidade do agrupamento. 
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5. RESULTADOS 

 
5.1 Experimento de autenticação 

 

Os isolados que induziram a nodulação do sabiá foram confirmados como rizóbios. Dos 

87 inoculados no total, 33 nodularam e foram selecionados para a etapa posterior. 

Os códigos de 29 isolados que nodularam no experimento de autenticação estão 

destacados em negrito na Tabela 2A em anexo. As estirpes BR3405, BR 3407, BR3424 e 

BR3446 nodularam, porém não estão inseridas na tabela acima citada pois não foram 

caracterizadas morfologicamente no presente estudo. 

 

5.2 Análises Moleculares 

 

5.2.1 BOX-PCR 

 

A técnica de fingerprinting BOX-PCR foi realizada com os 33 isolados selecionados no 

experimento de autenticação (destacados em negrito na Tabela 3B em anexo), e o principal 

objetivo desta etapa foi comparar os perfis genotípicos obtidos para selecionar representantes 

para a análise de sequenciamento multilocus. 

A análise dos perfis de BOX-PCR separou os isolados em 3 grupos a 30% de 

similaridade, além de um ramo externo contendo o isolado 19AP3 (Fig.1). De forma geral, 

pode-se perceber que os grupos representam a região de origem dos isolados, a saber: o Grupo 

1 é formado apenas por bactérias isoladas de municípios da região Sudeste, valendo ressaltar 

que o isolado 14P1 encontra-se em um ramo mais externo dentro dele; o Grupo 2 é formado 

predominantemente por bactérias isoladas de municípios da região Nordeste e dentro dele há 

um subgrupo formado por estirpes tipo e referência (“BRs”) e o isolado PM2-1 da região 

Sudeste; já o Grupo 3 é misto, formado por duas bactérias da região Sudeste (13P1 e 9P4) e 

duas da região Nordeste (09RN e 11RN) que são os perfis genotípicos que mais se 

diferenciam das demais. 

A partir disto, foram selecionadas para o sequenciamento dos genes 16S rRNA, recA e 

nifH 22 bactérias no total, levando-se em consideração os locais de origem, que são 

representados pelos códigos: “P1”, “P3”, “P4”, “PM/SAB”, “JUA”, “CPATSA” e “RN” 

(Tabela 2A). 

Os selecionados foram: SAB QD6, BR3407, BR3424, 4BP1, 13P1, 14P1, PM2-1, PM3-1, 

12P3II, 19AP3, 19BP3, 1BP4, 8P4, 9P4, 18P4, 11-RN, JUA1-7A, JUA2-8, JUA3-1, JUA3-4, 

CPATSA 848 e CPATSA 877 (Tabela 4C). 
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 Figura 1: Dendrograma de similaridade dos perfis dos produtos obtidos na análise de BOX-

qPCR de 33 bactérias isoladas de Mimosa caesalpiniifolia Benth. de municípios das regiões 

Sudeste e Nordeste do Brasil. O dendograma foi construído utilizando-se o índice de Dice e o 

método UPGMA. As delimitações em vermelho indicam os grupos formados e a seta 

vermelha indica o ramo mais externo. Códigos: SAB e P1 (Seropédica-RJ); P3 (Itaguaí-RJ);  

PM e P4 (Mangaratiba-RJ); JUA (Juazeiro-BA); CPATSA (Embrapa Semi-Árido-Petrolina-

PE); RN (Natal-RN). 
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5.2.2 Filogenia dos genes 16S rRNA, recA e nifH 

 

A árvore filogenética construída com base nas sequências do gene 16S rRNA (Fig.2) 

divide os isolados em dois grupos: o grande grupo das β-proteobactérias e o grupo das α-

proteobactérias. 

Dentro do grande grupo das β-proteobactérias há 3 subgrupos que serão denominados a 

seguir de Clados I, II e III. O Clado I é formado por bactérias isoladas de municípios da 

região Sudeste do Brasil (Seropédica, Itaguaí e Mangaratiba-RJ) identificadas pelos códigos: 

12P3II, 19BP3, 8P4, 1BP4, BR3407, SAB QD6, PM2-1, 4BP1, 18P4 e PM3-1. Todas elas, 

com exceção do isolado PM3-1, se agruparam com a estirpe tipo de Paraburkholderia sabiae 

e uma estirpe de Burkholderia sp. com um suporte de 82%. O isolado PM3-1 se agrupou com 

a estirpe tipo de Paraburkholderia phymatum, com um suporte de 89%. 

O Clado II é formado predominantemente por bactérias isoladas de municípios da região 

Nordeste do Brasil (Juazeiro-BA, Petrolina-PE e Fortaleza-CE) identificadas pelos códigos: 

JUA3-4, CPATSA 848, CPATSA 877, BR 3424, JUA1-7A e JUA3-1 que formaram um 

grupo com uma estirpe de Paraburkholderia diazotrophica, com um valor de bootstrap de 

86%. Dentro deste grupo também se encontra um único isolado da região Sudeste, o 14P1, 

mais especificamente de Seropédica-RJ. Também fazem parte deste clado as estirpes tipo de 

Paraburkholderia tuberum, Paraburkholderia acidipaludis e Paraburkholderia 

diazotrophica. Já o Clado III é formado somente pelo isolado 11-RN, que se agrupou com a 

estirpe tipo de Paraburkholderia symbiotica, com um valor de bootstrap de 99%.  

Além dos subgrupos denominados como clados, ainda no grande grupo das β-

proteobactérias, há dois ramos mais externos das estirpes tipo de Paraburkholderia soli e 

Paraburkholderia caryophylli, ou seja, elas não foram agrupadas diretamente com nenhuma 

das bactérias isoladas. Duas estirpes de Burkholderia vietnamiensis (entre elas a estirpe tipo) 

formaram, juntas, um grupo mais externo aos demais. 

O grupo das α-proteobactérias é formado por 3 bactérias isoladas de municípios da região 

Sudeste e que foram identificadas como Rhizobium. O isolado 19AP3 foi agrupado com duas 

estirpes ainda não identificadas no nível de espécie (Rhizobium sp.) e com uma estirpe de 

Rhizobium mongolense, com um valor de bootstrap de 87%. Próximo deste grupo há um ramo 

mais externo contendo a estirpe tipo de Rhizobium etli.  

A bactéria 9P4 foi agrupada com uma estirpe de Rhizobium sp. e a estirpe tipo de 

Rhizobium miluonense, com um valor de bootstrap de 90%. Já a 13P1 se agrupou com as 

estirpes tipo de Rhizobium hainanense, Rhizobium multihospitium, Rhizobium tropici e 

Rhizobium freirei com valores de bootstrap variando de 38 a 62%. 

É interessante notar que, a bactéria 11-RN e as estirpes de Rhizobium (13P1, 19AP3 e 

9P4) são as mesmas que aparecem em grupos separados no dendograma do BOX-PCR 

(Fig.1), demonstrando coerência com a análise anterior. 

Devido a baixa qualidade da sequência do gene 16SrRNA da estirpe JUA2-8, esta não foi 

incluída nesta análise. 
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Figura 2: Árvore filogenética baseada em sequências do gene 16S rRNA de bactérias isoladas 

de nódulos de Mimosa caesalpiinifolia Benth. em municípios das regiões Sudeste e Nordeste 

do Brasil. O método utilizado para a construção da árvore foi o de Máxima Verossimilhança 

com 1000 replicatas de bootstrap. O modelo evolucionário utilizado foi o Tamura 3-

parâmetros (1992). As delimitações em vermelho indicam os Clados dentro do grupo das β-

proteobactérias e o grupo formado pelas α-proteobactérias. Códigos: SAB e P1 (Seropédica-

RJ); P3 (Itaguaí-RJ); PM e P4 (Mangaratiba-RJ); JUA (Juazeiro-BA); CPATSA (Embrapa 

Semi-Árido-Petrolina-PE); RN (Natal-RN).  

Clado III 

Grupo das α-proteobactérias 

Clado I 

Clado II 
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A árvore filogenética construída com base nas sequências do gene recA (Fig.3) também 

dividiu os isolados em dois grupos: o grande grupo das β-proteobactérias e o grupo das α-

proteobactérias. Vale ressaltar que, após a identificação de 3 isolados do gênero Rhizobium na 

árvore do 16S rRNA, primers do gene recA específicos para o gênero e equivalentes às 

regiões anteriormente amplificadas foram utilizados. As sequências foram analisadas em 

conjunto para que uma única árvore filogenética fosse gerada. 

Dentro do grande grupo das β-proteobactérias há 3 subgrupos que também serão 

denominados a seguir de Clados I, II e III. O Clado I é formado por bactérias isoladas de 

municípios da região Sudeste do Brasil, identificadas pelos códigos: 1BP4, PM2-1, 18P4, 

19BP3, SAB6QD, 8P4, 4BP1, 12P3II e PM3-1 que formaram um grupo com estirpes de P. 

sabiae e Burkholderia sp. e com a estirpe tipo de P. sabiae. Neste clado, ainda, há um ramo 

mais externo de uma estirpe de P. phymatum, que se encontra novamente mais próxima do 

isolado PM3-1, assim como na árvore do 16SrRNA. Os valores de bootstrap variaram de 42 a 

96%. 

O Clado II é formado predominantemente por bactérias isoladas de municípios da região 

Nordeste do Brasil, identificadas pelos códigos: BR3424, CPATSA 848, CPATSA 877, 

JUA1-7A, JUA2-8, JUA3-1 e JUA3-4. Estas formaram um grupo com uma estirpe de P. 

diazotrophica, com um valor de bootstrap de 99%. Dentro deste grupo ainda se encontra um 

único isolado da região Sudeste: o 14P1, mais especificamente de Seropédica-RJ. 

Já o clado III, é formado pela bactéria 11-RN com a estirpe tipo de P. symbiotica, com um 

suporte de 99%. A P. soli ficou em um ramo mais externo, do mesmo modo que na árvore do 

gene 16S rRNA. Pode-se dizer que, a bactéria 11-RN, única representante do Rio Grande do 

Norte no presente estudo, é a “Paraburkholderia” que mais se diferencia das demais da 

região Nordeste. 

Além dos subgrupos denominados como clados, ainda no grande grupo das β-

proteobactérias, formou-se um grupo mais externo contendo estirpes de P. acidipaludis, 

Burkholderia vietnamiensis e a estirpe tipo de P. caryophilli, que não se agruparam 

diretamente com nenhum dos demais isolados. As sequências destas bactérias foram incluídas 

na análise da filogenia do gene recA, após serem observadas na análise anterior, com o intuito 

de ver onde elas seriam agrupadas. 

No grupo das α-proteobactérias a 19AP3 foi agrupada com R. etli e, novamente, R. 

mongolense, que apareceu em um ramo mais externo no mesmo grupo assim como uma 

estirpe de R. multihospitium, os valores de bootstrap variaram de 31 a 40%. A bactéria 13P1 e 

uma estirpe de R. hainanense formaram um grupo com um valor de suporte de 88%. Já a 9P4 

está em um ramo mais externo de um grupo formado com as espécies R. tropici, R. freirei e R. 

miluonense. O suporte para esse subgrupo foi baixo (bootstrap de 23%).  

Pode-se dizer que as filogenias dos genes 16S rRNA e recA dos isolados de sabiá foram 

congruentes, o que denota a confiabilidade dos resultados observados. 

As sequências de PM2-1 e BR 3407 não estavam com uma boa qualidade e por isso não 

foram incluídas na árvore do recA. 
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Figura 3: Árvore filogenética baseada em sequências do gene recA de bactérias isoladas de 

nódulos de Mimosa caesalpiinifolia Benth em municípios das regiões Sudeste e Nordeste do 

Brasil. O método utilizado para a construção da árvore foi o de Máxima Verossimilhança com 

1000 replicatas de bootstrap. O modelo evolucionário utilizado foi o Tamura 3-parâmetros 

(1992). As delimitações em vermelho indicam os Clados dentro do grupo das β-

proteobactérias e o grupo formado pelas α-proteobactérias. Códigos: SAB e P1 (Seropédica-

RJ); P3 (Itaguaí-RJ); PM e P4 (Mangaratiba-RJ); JUA (Juazeiro-BA); CPATSA (Embrapa 

Semi-Árido-Petrolina-PE); RN (Natal-RN). 

Clado I 

Grupo das α-

proteobactérias 

Clado II 

Clado 

III 
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A árvore filogenética construída com base nas sequências do gene nifH (Fig.4) inclui 

somente as estirpes das β-proteobactérias, pois as tentativas de amplificar o gene para as 

bactérias do gênero Rhizobium (13P1, 19AP3 e 9P4) não foram bem-sucedidas. Sendo assim 

o grupo das α-proteobactérias não foi analisado para a filogenia do gene nifH. Além disso, as 

sequências das bactérias PM2-1 e 4BP1 também não puderam ser analisadas devido a baixa 

qualidade das mesmas. 

Neste caso, o grande grupo das β-proteobactérias se subdivide em 4 clados que também 

serão representados a seguir da seguinte forma: I, II, III, IV. O Clado I é formado pelos 

isolados dos municípios da região Nordeste: JUA3-4, JUA3-1, JUA1-7A, CPATSA 877, 

CPATSA 848 e JUA2-8 mais o isolado 14P1 e estirpes de P. phymatum, uma Burkholderia 

sp. e a estirpe tipo de P. diazotrophica, com um suporte de bootstrap de 100%. O Clado II é 

formado pelos isolados dos municípios da região Sudeste: 18P4, 8P4, 1BP4, BR3407, PM3-1, 

12P3II, 19BP3, SAB6QD e a estirpe tipo de P. sabiae, com valores de bootstrap que variaram 

de 43 a 98%. 

O Clado III é formado pela bactéria 11-RN e a estirpe tipo de P. symbiotica, com 99% de 

suporte. Já o Clado IV é o grupo mais externo aos demais, formado por uma estirpe de 

Burkholderia sp. e uma estirpe de B. vietnamiensis, que foram agrupadas com um valor de 

bootstrap de 100%, além de uma estirpe de P. caryophylli. 

Não foi possível incluir na árvore filogenética do gene nifH as sequências das estirpes de 

P. tuberum, P. acidipaludis e P. soli, pois as mesmas não se encontravam disponíveis no 

GenBank. 
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Figura 4: Árvore filogenética baseada em sequências do gene nifH de bactérias isoladas de 

nódulos de Mimosa caesalpiinifolia Benth em municípios das regiões Sudeste e Nordeste do 

Brasil. O método utilizado para a construção da árvore foi o Máxima Verossimilhança com 

1000 replicatas de bootstrap. O modelo evolucionário utilizado foi o Tamura-Nei (1993). As 

delimitações em vermelho indicam os Clados. Códigos: SAB e P1 (Seropédica-RJ); P3 

(Itaguaí-RJ); PM e P4 (Mangaratiba-RJ); JUA (Juazeiro-BA); CPATSA (Embrapa Semi-

Árido-Petrolina-PE); RN (Natal-RN). 

  

Clado I 

Clado II 

Clado III 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1 Distribuição de simbiontes de sabiá entre municípios das regiões Sudeste e Nordeste 

do Brasil 

 

Os resultados estão de acordo com alguns estudos que mostraram que o simbionte 

bacteriano prevalente em Mimosa spp. no Brasil é Paraburkholderia (SAWANA et al., 2014) 

(anteriormente classificados no gênero Burkholderia) (CHEN et al., 2008b; BONTEMPS et 

al., 2010; BOURNAUD et al. 2013) e corroboram a conclusão de Martins et al. (2015) de que 

este é o principal gênero simbionte da espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth., o sabiá. Estes 

estudos sugerem a influência da localização geográfica no padrão de distribuição dos 

simbiontes, o que também foi sugerido pelas análises do presente trabalho, que apontam a 

maioria dos isolados de municípios da região Sudeste, bioma Mata Atlântica, como P. sabiae 

(CHEN et al., 2008b) e os de municípios da região Nordeste, bioma Caatinga, como P. 

diazotrophica (SHEU et al., 2013). As exceções encontradas foram um isolado da região 

Sudeste, o 14P1 (Seropédica-RJ), que não se agrupou com as estirpes da mesma origem, além 

de três isolados (códigos 13P1, 19AP3 e 9P4) identificados no gênero Rhizobium, todos 

provenientes do Sudeste. 

A diversidade dos simbiontes em Mimosa spp. é bem relatada na literatura (BONTEMPS 

et al., 2010; REIS JUNIOR et al., 2010) e está geralmente associada a fatores geográficos, 

como localização e altitude (BONTEMPS et al.,2010; 2016), e aos atributos do solo (PIRES 

et al.,2017). Martins et al (2015) estudaram, através da técnica de BOX-PCR e filogenia do 

gene 16S rRNA, a diversidade de rizóbios isolados de sabiá de cinco locais diferentes com 

mais de 300 km de distância entre si e de diferentes condições ecológicas do Nordeste 

Brasileiro. Eles encontraram isolados com alta similaridade provenientes dos municípios: 

Serra Talhada-PE, Gravatá-PE e Mossoró-RN, assim como no presente estudo, que visualizou 

o agrupamento dos isolados dos municípios da região Sudeste com P. sabiae, com exceção de 

um único isolado de Seropédica (RJ) que ficou filogeneticamente próximo dos isolados da 

região Nordeste. 

Martins et al. (2015) identificaram também três isolados nos municípios de Mossoró-RN, 

Crato-CE e Itambé-PE com alta similaridade (97 a 99%) com P. sabiae, apontado aqui como 

o principal simbionte na região Sudeste e que foi originalmente isolado de nódulos de sabiá 

(CHEN et al., 2008b). No entanto, eles ressaltam que uma destas bactérias não se agrupou 

diretamente com a estirpe tipo de P. sabiae, incluída na análise, e indicam a existência de 

diferenças nucleotídicas entre elas, eventualmente influenciadas pelas condições do local de 

ocorrência das mesmas. Segundo Lemaire et al. (2016) ao se utilizar distâncias geográficas 

como padrão de estudo da conectividade populacional, espera-se que variação genética se 

correlacione positivamente com as distâncias do local de amostragem. 

Dentre os isolados identificados no trabalho de Martins et al. (2015), três provenientes de 

Serra Talhada-PE, Crato-PE e Gravatá-PE, tiveram alta similaridade com P. diazotrophica, 

que foi a espécie identificada como sendo filogeneticamente mais próxima dos isolados do 

Nordeste (Juazeiro, Ceará e Pernambuco) analisados no presente estudo. É curioso notar que 

dois isolados de sabiá enviados pela Embrapa Semi-Árido em 1993 (CPATSA 848 e 877) se 

agruparam com P. diazotrophica e, diante deste fato, fica evidente a “antiga parceria” entre 

essas espécies no Nordeste, já que “CPATSA 848 e 877” foram obtidas de nódulos de sabiá 

há 25 anos atrás.  

Martins et al. (2015) viram também que um dos simbiontes coletados de nódulos de sabiá 

em Mossoró-RN teve alta similaridade com P. sabiae. Já, nas presentes análises, o único 

representante do Rio Grande do Norte teve alta similaridade com P. symbiotica (SHEU 
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al.,2012). Pode-se dizer que mesmo que a coleta das amostras de solo não tenha sido realizada 

exatamente no mesmo local, isto indica que no mesmo estado, dependendo da distância e das 

condições ecológicas, o padrão das espécies de simbiontes pode ser diferente, ou ainda, que 

uma amostragem com um número maior de isolados de sabiá, em ambos os estudos, 

forneceria uma comparação mais esclarecedora e, consequentemente, mais precisa. 

 

6.2 Árvores filogenéticas dos genes 16SrRNA, recA e nifH 

 

No presente estudo, três marcadores moleculares foram utilizados e as filogenias dos 

genes 16S rRNA e recA foram congruentes formando grupos bem suportados. No grupo das 

β-proteobactérias (na árvore do 16S rRNA) as estirpes tipo de P. sabiae e P. phymatum fazem 

parte do Clado I (Fig.2) juntamente com as bactérias da região Sudeste, o que é coerente pois 

as duas são filogeneticamente próximas (SAWANA et al., 2014). No Clado II (Fig.2) as 

estirpes tipo de P. diazotrophica, P. tuberum e P. acidipaludis se agrupam com as bactérias 

isoladas da região Nordeste, isso também pode ser considerado coerente pois elas possuem 

similaridades e, apesar de não formarem diretamente um grupo, esta similaridade pode ser 

vista na análise de 16SrRNA publicada por Sawana et al. (2014). 

Ainda no estudo acima citado, onde propuseram a reclassificação das espécies não 

patogênicas e ambientais de “Burkholderia” em “Paraburkholderia”, é possível ver na árvore 

do gene 16S rRNA o agrupamento das estirpes tipo de: P. symbiotica e P. caryophili que no 

Clado III (Fig.2) apresentaram similaridade com as bactérias 11RN e P. soli, que são 

claramente diferentes das demais presentes nos outros clados. No entanto, o trabalho de 

Estrada de Los Santos et al. (2015), que questiona alguns aspectos da divisão do gênero 

Burkholderia, classifica o grupo dessas mesmas bactérias como “Grupo de Transição I” 

afirmando que elas são uma exceção a nova reclassificação do gênero.  

De fato, nas filogenias do gene 16S rRNA publicadas nos estudos citados acima e no 

presente estudo, foi observado que elas têm características nucleotídicas diferentes que não as 

colocam nos mesmos grupos ou clados das demais “Paraburkholderias”. É interessante 

levantar esta questão, mesmo que brevemente, pois uma das bactérias isoladas do presente 

estudo ficou próxima justamente das bactérias que formam este “grupo de transição I” e, caso 

ele venha a ser reclassificado novamente ou nomeado de algum outro jeito, sabe-se que a 

11RN estará incluída nas novas definições. No mais, sobre a reclassificação atual destas 

bactérias em “Paraburkholderia” ou não, deixa-se claro que o objetivo não é detalhar isso e 

que a nomenclatura aqui utilizada está em consonância com os nomes validados. 

Já a filogenia do gene nifH, que é o responsável por codificar a enzima nitrogenase e é 

essencial a todos os organismos que fixam nitrogênio, apresentou algumas diferenças com 

relação às demais. Isso também foi visto no trabalho de Bontemps et al. (2010). As diferenças 

observadas na árvore do nifH com relação as outras duas do presente estudo, consiste no 

agrupamento de bactérias isoladas da região Nordeste com P. phymatum e P. diazotrophica, 

além de um grupo mais externo contendo uma estirpe de Burkholderia vietnamiensis, que faz 

parte do complexo “BCC” (traduzido como “Complexo Burkholderia cepacia”), ou seja, 

apresenta patogenicidade. Vale ressaltar que B. vietnamiensis, isolada da rizosfera de Oryza 

sativa L. no Vietnã, foi a primeira evidência relatada de fixação de nitrogênio por um membro 

do gênero Burkholderia (GILLIS et al., 1995). Cabe destacar que, nas árvores dos genes 16S 

rRNA e recA, a P. phymatum se apresentou evolutivamente mais próxima de P. sabiae do que 

de P. dizotrophica, enquanto na árvore do gene nifH, ela é mais próxima de P. diazotrophica, 

o que pode indicar uma transferência horizontal de genes entre essas duas espécies. 

Bontemps et al. (2010) identificaram exceções na filogenia do nifH, porém não afirmaram 

ser suficiente para dizer que houve transferência horizontal de genes. Eles relataram ainda que 

a congruência geralmente alta destes de marcadores moleculares indica uma estrutura genética 
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bastante estável e com poucas transferências entre as diferentes espécies avaliadas. De forma 

geral, pode-se dizer que as filogenias do presente estudo foram coerentes e bem suportadas, 

mas ainda assim, seria interessante incluir na análise do nifH as sequências dos representantes 

do gênero Rhizobium. 

Além disso, tentativas de amplificar outro gene simbiótico relacionado à nodulação, o 

nodC, foram mal-sucedidas. Segundo Bontemps et al. (2010), a nodulação é uma função 

ecológica estável e importante que tem origem antiga e é encontrada na maioria das linhagens 

de Paraburkholderia, no entanto eles também não obtiveram sucesso na amplificação de um 

fragmento de nodC para dois complexos de espécies que formaram nódulos quando testados 

em laboratório e presumiram, então, que estas espécies possuem o gene nodC mas suas 

sequências são muito divergentes. Isto também pode acontecido com a grande maioria dos 

isolados analisados no presente estudo, pois apenas os que nodularam foram submetidos às 

análises moleculares e, ainda assim, a amplificação não foi observada. 

 

6.3 Ocorrência de α-proteobactérias do gênero Rhizobium em simbiose com o sabiá no 

bioma Mata Atlântica 

 

O caráter simbiótico em Mimosa spp. é considerado generalizado e, no Brasil, as estirpes 

de Paraburkholderia são predominantes nos dois principais centros de diversificação do 

gênero, os biomas Cerrado e Caatinga (BONTEMPS et al.,2010; REIS JUNIOR et al., 2010). 

No presente estudo, ao se comparar as bactérias isoladas de sabiá tanto provenientes de seu 

ambiente nativo quanto adaptados em locais onde predomina o bioma Mata Atlântica, notou-

se a presença quase que exclusiva de estirpes próximas a P. diazotrophica no clado dos 

isolados do Nordeste e de P. sabiae no clado dos isolados do Sudeste. No entanto, como 

mencionado anteriormente, três isolados do Rio de Janeiro foram identificados como 

Rhizobium: 13P1 (Seropédica-RJ), 19AP3 (Itaguaí-RJ) e 9P4 (Mangaratiba-RJ). 

Este fato mostra que o sabiá teve a capacidade, fora de seu ambiente nativo, de se associar 

à bactérias do gênero Rhizobium que se encontravam em solos do bioma Mata Atlântica. Não 

foram encontrados relatos desta espécie nodulando com bactérias deste gênero em solos da 

Caatinga, o que indica uma “plasticidade simbiótica” que favorece sua adaptação a novos 

ambientes. Bontemps et al. (2010) e Reis Junior et al. (2010) mostraram em seus estudos que, 

outra espécie de Mimosa, a Mimosa xanthocentra Mart., endêmica do Cerrado e Caatinga, se 

associou com estirpes do gênero Rhizobium e apontaram a preferência da mesma por estes 

simbiontes em solos nativos. 

Nas filogenias do 16S rRNA e recA o grupo das α-proteobactérias foi formado pelo 

gênero Rhizobium, que abrange várias espécies e estirpes de alta importância agronômica 

como o R. tropici e o R. freirei, que são utilizados com sucesso como inoculantes em culturas 

de feijão comum no Brasil (DALL’AGNOL et al. 2016). Diante disto, falando sobre a 

coerência das similaridades encontradas no grupo dos α-rizóbios em comparação àquelas 

publicadas na literatura, a bactéria 19AP3 formou, na árvore do gene 16S rRNA, um grupo 

isolado com duas estirpes de Rhizobium sp. e ficou próxima de R. mongolense. Na árvore do 

recA, ela se agrupou também com R. mongolense e R. etli, o que é congruente com a filogenia 

vista no trabalho de Van Berkum et al. (1998). Vale comentar que, Wang et al. (1999) 

propuseram uma nova variante dentro da espécie R. etli, pois verificaram sua capacidade 

simbiótica em associação com a espécie de leguminosa Mimosa affinis, nativa do México. 

Já a bactéria 9P4 ficou próxima de R. miluonense na filogenia do gene 16S rRNA e de R. 

tropici na do recA. A bactéria 13P1 se agrupou com R. hainanense, R. multihospitium, R. 

tropici e R. freirei na árvore do 16S rRNA e de R. hainanense na do recA, o que também é 

considerado coerente pois elas formam um grupo bem suportado na filogenia publicada por 



27 

 

Dall’Agnol et al. (2013). Não foram encontrados, até então, relatos de Mimosa 

caesalpiniifolia Benth. nodulando com estas espécies de α-rizóbios. 

Bontemps et al. (2010) investigaram a diversidade de simbiontes de um grande número de 

espécies de Mimosa em três regiões do Brasil Central, onde também foram isoladas estirpes 

de α-proteobactérias do gênero Rhizobium e a espécie hospedeira em questão foi a Mimosa 

xanthocentra Mart., como já mencionado anteriormente. Segundo Bournaud et al. (2013) a 

capacidade das leguminosas de formar simbiose com o gênero Paraburkholderia não é 

antagônica a presença de α-rizóbios, uma vez que eles também encontraram os dois tipos de 

simbiontes em seis espécies do grupo Piptadenia. Eles afirmam também, que as condições 

ambientais (especialmente as características do solo) desempenham papel crucial na 

sobrevivência e biogeografia dos simbiontes. 

 

6.4 Características do solo influenciam o padrão de distribuição dos simbiontes em 

Mimosa spp 

 

O estudo de Pires et al. (2017) comparou a predominância das espécies das duas classes (α 

e β-rizóbios) em solos com diferentes características. Eles afirmaram que a ocorrência de 

certas espécies em nódulos de Mimosa depende diretamente das propriedades do solo, e 

cultivaram três “espécies-isca” de Mimosa em três tipos de solos quimicamente diferentes. Os 

resultados mostraram que em solos de baixa fertilidade e baixo pH (mais ácidos) predominam 

bactérias do gênero Paraburkholderia e no solo caracterizado como fértil e com o pH neutro 

predominam bactérias do gênero Rhizobium. Uma única estirpe de Paraburkholderia foi 

identificada no solo mais neutro e fértil analisado por eles. As conclusões do trabalho acima 

citado, corroboram a ideia de que o gênero Rhizobium prefere solos menos ácidos e mais 

férteis (BARAÚNA et al. 2016; BONTEMPS et al. 2016). Vale ressaltar que, no presente 

estudo, foram identificados α e β-rizóbios nodulando o sabiá nos municípios de Seropédica 

(P1), Itaguaí (P3) e Mangaratiba (P4), onde foram identificadas tanto bactérias do gênero 

Paraburkholderia quanto do gênero Rhizobium (mesmo que em menor quantidade).  

Dall’Agnol et al. (2017) coletaram amostras de solo da Mata Atlântica e inocularam 

em duas espécies consideradas promíscuas: a Mimosa pudica (L.) e Phaseolus vulgaris (L.), 

com o objetivo de capturar e identificar a diversidade dos simbiontes. Curiosamente eles 

isolaram P. sabiae e bactérias do gênero Cupriavidus, ambos β-rizóbios, de amostras de solo 

de Seropédica (RJ) com o pH próximo da neutralidade (pH = 6,8), o que não é muito comum 

visto que estes gêneros preferem solos mais ácidos (BONTEMPS et al.,2010; REIS JUNIOR 

et al.,2010; PIRES et al.,2017). Apesar disso, o simbionte predominante nas amostras de solo 

coletadas de Seropédica (RJ) foi identificado como Mesorhizobium plurifarum, onde o pH 

variou de 6,8 a 7.  No estudo acima citado, a bactéria P. sabiae também foi isolada de nódulos 

de P. vulgaris (pH do solo = 6,4) e M. pudica (pH do solo = 5,1) inoculados com solos de Rio 

das Ostras (RJ), o que demonstra a capacidade de adaptação deste simbionte com outros 

hospedeiros e em condições diferenciadas.  

No presente trabalho, os atributos dos solos coletados não foram determinados, mas 

sabe-se que a maioria dos isolados avaliados da região sudeste agruparam-se com P. sabiae. 

Os resultados de Dall’Agnol et al. (2017) indicam a ocorrência natural desta bactéria em 

amostras de solo da Mata Atlântica, tanto em condições ácidas quanto neutras. Além disso, 

eles descobriram que a maioria das espécies simbióticas isoladas dos solos da Mata Atlântica 

também pertencem ao gênero Paraburkholderia, como os resultados aqui mostraram. Diante 

disso, pode-se dizer que há necessidade de se estudar mais profundamente a relação entre os 

atributos do solo e a distribuição das espécies de rizóbios. Isto poderia explicar a ocorrência 

de espécies do gênero Rhizobium em simbiose com espécies de Mimosa na Mata Atlântica, 

como verificado no presente estudo. 
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Lemaire et al. (2016), que também relataram a forte influência do solo nas associações 

simbióticas avaliadas e sobre o crescimento de leguminosas em solos não nativos, como é o 

caso do sabiá na região Sudeste, afirmaram que a formação de nódulos só acontece, nesses 

casos, quando populações naturalizadas de rizóbios compatíveis estão disponíveis no solo. O 

fato de P. sabiae ter sido isolada de nódulos de sabiá no bioma Mata Atlântica, já seria um 

indício de que este seria o simbionte predominante nas condições de solo encontradas nesse 

bioma, mas isso não anula o fato dessa bactéria ter sido encontrada nodulando também outras 

espécies inoculadas em solos mais ácidos ou neutros do mesmo bioma (DALL’AGNOL et 

al.,2017) e nodulando sabiá no bioma Caatinga (MARTINS et al.,2015). 
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7. CONCLUSÕES 

 
 

 Pode-se concluir que, em associação com o sabiá, Paraburkholderia sabiae foi 

prevalente em solos do Bioma Mata Atlântica e Paraburkholderia diazotrophica foi 

prevalente em solos do Bioma Caatinga; 

 

 O sabiá tem a capacidade de se associar com bactérias do gênero Rhizobium em solos 

do Bioma Mata Atlântica, fora de sua região de origem, o que denota sua capacidade 

de adaptação a diferentes simbiontes. 
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ANEXOS 

ANEXO A 

Tabela 2A: Discriminação da origem dos isolados e/ou amostras de solo, número de isolados selecionados no início do estudo, seus respectivos 

códigos e coordenadas geográficas (quando informada). 

ORIGEM DO SOLO  RESPONSÁVEL PELA COLETA DO SOLO 

E/OU ISOLAMENTO 

NÚMERO DE ISOLADOS CÓDIGOS COORDENADA 

GEOGRÁFICA 

FORTALEZA – CE Cultura enviada pelo Laboratório de 

Microbiologia do Solo – DENAE à coleção de 

culturas da Embrapa Agrobiologia (Seropédica-

RJ) 

01 BR 3424 

(UFC 813.35) 

Não informada 

NATAL – RN Isolados de solo coletado pelo Mestrando Felipe 

Ferreira e cedidos para o atual estudo 

05 RN 5° 15’ 28’’ S;  

36° 34’ 49’’ O 

PETROLINA – PE Cultura enviada pela Embrapa Semi-Árido 

(CPATSA) ao Laboratório de Leguminosas 

Florestais da Embrapa Agrobiologia 

(Seropédica-RJ) 

10 CPATSA Não informada 

JUAZEIRO – BA Amostra de solo enviada pela Pesquisadora Dr. 

Lindete Martins da Universidade do Estado da 

Bahia e isolados capturados pelo bolsista Jairo 

Tenório 

15 JUA 9° 25’ 19.76’’ S; 

40° 29’ 16.05’’ O 

ITAGUAÍ – RJ Coleta de solo e isolamento realizados pelo 

bolsista Jairo Tenório 

10 P3 Não informada 

MANGARATIBA – RJ Coleta de solo e isolamento realizados pelo 

bolsista Jairo Tenório 

14 P4 e PM K 0600256 

UTM 7464349 

 

SEROPÉDICA – RJ Coleta de solo e isolamento realizados pelo 

bolsista Jairo Tenório 

30 P1 e SAB 22° 45’ 33’’S;  

43° 40’ 17’’ O 
 

*Marcados em cinza claro: isolados de municípios da região Nordeste do Brasil; *Marcados em cinza escuro: isolados de municípios da região Sudeste do 

Brasil 
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ANEXO B 
 

Tabela 3B: Descrição das características morfológicas em meio de cultivo 79 com azul de bromotimol de 83 isolados de nódulos de 

sabiá de diferentes localidades entre as regiões Nordeste e Sudeste do Brasil. 

Código do 

isolado¹ 

Tempo de 

crescimento² 

pH³ Produção 

de muco4 

Massa de 

crescimento5 

Forma e 

Tamanho 

da 

colônia6 

Elevação 

da 

colônia7 

Borda da 

colônia8 

Superfície 

da colônia9 

Transparência10 Cromogênese11 

SAB6 QD 

4 (A)* 

Rápida  Alcalino Pouca Consistente Circular - 

(3 mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Branco 

SAB6 QD Rápida Ácido Pouca Consistente Irregular -

(3 mm) 

Lenticular Ondulada Lisa Opaca Creme 

SAB11 QD 

4 

Rápida Alcalino Pouca Consistente Circular - 

(3 mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Creme 

SAB 8B 

QD 3 (C1) 

Rápida Alcalino Escassa Seca Circular- 

(1,5 mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branco 

SAB 8C 

QD (B2) 

Muito rápida Ácido Moderada Consistente Irregular- 

(3 mm) 

Plana Ondulada Lisa Opaca Amarelo 

SAB 6 QD 

1 (A) 

Rápida  Ácido Pouca Consistente Irregular- 

(2 mm) 

Plana Ondulada Lisa Opaca Creme 

PM1-2 Rápida Ácido Pouca Consistente Irregular- 

(Tamanho 

2,5 mm) 

Plana Ondulada Lisa Opaca Creme 

PM2-1; 

PM2-2 

Rápida Neutro Pouca Consistente Circular- 

(2,5 mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Creme 

PM3-1; 

PM3-2 

Rápida Ácido Moderada Consistente Irregular-

(3 mm) 

Lenticular Ondulada Lisa Opaca Creme 

JUA1-2 Rápida Neutro Escassa Seca Irregular-

(2,5 mm) 

Plana Lobada Lisa Opaca Amarelo 

JUA1-3 Rápida Neutro Pouca Consistente Circular-

(2mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Amarelo 

JUA1-5A Rápida Neutro Escassa Seca Circular- 

(2mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Amarelo 

JUA1-6; 

JUA1-7A 

Rápida Neutro Pouca Consistente Circular – 

(2 mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Creme 

          Continua... 
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TABELA 3B, 

Continuação. 

          

JUA1-7C Muito rápida Ácido Pouca Consistente Circular – (3 

mm) 

Convexa Inteira Lisa Opaca Laranja 

JUA1-8A Muito rápida Ácido Pouca Consistente Irregular – 

(4mm) 

Plana Lobada Lisa Opaca Creme 

JUA2-6 Rápida Neutro Pouca Consistente Circular – 

(2,5 mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branco 

JUA2-7 Rápida Ácido Pouca Consistente Irregular – (3 

mm) 

Lenticular Ondulada Lisa Opaca Creme 

JUA2-8 Rápida Ácido Moderada Consistente Circular – 

(3mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Branco 

JUA 3-2 Rápida Ácido Moderada Consistente Circular – (3 

mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Creme 

JUA3-4 Rápida Neutro Escassa Seca Irregular – (2 

mm) 

Plana Lobada Lisa Opaca Branco 

JUA1-7B Rápida Neutro Pouca Consistente Puntiforme 

(até 1 mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branco 

JUA2-5 Rápida Neutro Pouca Consistente Puntiforme 

(até 1 mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branco 

JUA3-1 Rápida Neutro Pouca Consistente Puntiforme 

(até 1 mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branca 

CPATSA 800 Rápida Ácido Pouca Consistente Irregular- (2 

mm) 

Lenticular Ondulada Lisa Opaca Creme 

CPATSA 803 Rápida Neutro Pouca Consistente Circular - 

(3,5 mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Creme 

CPATSA 806 Rápida Neutro Moderada Consistente Circular – (3 

mm) 

Convexa Inteira Lisa Translúcida Branco 

CPATSA 825 Rápida Ácido Pouca Consistente Irregular – 

(2,5 mm) 

Plana Lobada Lisa Opaca Creme 

          Continua... 
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CPATSA  

832 

Rápida Neutro Pouca Consistente Circular – 

(1,5 mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branco 

CPATSA 

848; 885 

Rápida Ácido Moderada Consistente Circular – 

3,5 mm) 

Convexa Inteira Lisa Opaca Branco 

CPATSA 

853 

Rápida Ácido Escassa Seca Irregular – 

(3 mm) 

Plana Ondulada Lisa Opaca Branco 

CPATSA 

870 

Rápida Neutro Pouca Consistente Puntiforme– 

(até 1mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branco 

CPATSA 

877 

Rápida Ácido Moderada Consistente Circular – (2 

mm) 

Convexa Inteira Lisa Opaca Creme 

5P1 (5B) Muito rápida Neutro Moderada Consistente Circular – (2 

mm) 

Convexa Inteira Lisa Opaca Laranja 

11P1; 12P1 

(I); 25AP1 

Rápida Ácido Abundante Consistente Circular – 

(3,5 mm) 

Convexa Inteira Lisa Transparente Incolor 

15A2P2 (II) Rápida Neutro Pouca Consistente Irregular – 

(3 mm) 

Lenticular Ondulada Lisa Opaca Laranja 

15BP1 Rápida Neutro Moderada Consistente Circular – (3 

mm) 

Pulvionada Ondulada Lisa Translúcida Laranja 

15A1P1; 

27BP1 (II) 

Rápida Neutro Escassa Seca Circular – (2 

mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branco 

10P1; 18AP1; 

19P1 

Muito rápida Ácido Pouca Consistente Irregular – 

(2,5 mm) 

Convexa Ondulada Lisa Opaca Laranja 

6P1; 13P1; 

27BP1 (I) 

Rápida Ácido Abundante Aquosa Circular – (5 

mm) 

Pulvionada Inteira Lisa Transparente Incolor 

4BP1; 7P1 Rápida Ácido Pouca Consistente Circular – 

(1,5 mm) 

Plana Inteira Lisa Opaca Branco 

8P1 (I); 14P1 Rápida Alcalino Pouca Consistente Circular – 

2,5 mm) 

Plana Ondulada Lisa Opaca Branco 

          Continua... 
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1P2 Rápida Neutro Abundante Consistente Circular – (3 

mm) 

Convexa Inteira Lisa Translúcida Creme 

4P2 Rápida Neutro Pouca Consistente Circular – 

(1,5 mm) 

Convexa Inteira Lisa Opaca Amarelo 

6P2 Rápida Ácido Pouca Consistente Irregular – 

(3 mm) 

Lenticular Ondulada Rugosa Translúcida Branco 

2AP2; 2CP2 Rápida Ácido Pouca Consistente Irregular – 

(2 mm) 

Convexa Ondulada Lisa Opaca Amarelo 

8DP3; 15P3 Rápida Neutro Pouca Consistente Circular – (3 

mm) 

Lenticular Ondulada Lisa Opaca Branco 

8C1P3 Rápida Alcalino Pouca Consistente Puntiforme 

(até 1 mm) 

Lenticular Inteira Lisa Translúcida Incolor 

12P3 (II) Rápida Alcalino Pouca Consistente Circular – 

(2,5 mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Branco 

11P3 Rápida Neutro Moderada Aquosa Circular – (2 

mm) 

Lenticular Inteira Lisa Translúcida Incolor 

19BP3 Rápida Ácido Pouca Consistente Circular – (2 

mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Branco 

19AP3 Rápida Ácido Abundante Aquosa Circular – (4 

mm) 

Pulvionada Inteira Lisa Translúcida Incolor 

8BP3; 

19P3;21P3 

Rápida Ácido Abundante Consistente Circular – 4 

mm) 

Pulvionada Inteira Lisa Transparente Incolor  

1AP4 Rápida Ácido Pouca Consistente Circular – (4 

mm) 

Plana Inteira Lisa Translúcida Incolor 

5AP4 Rápida Ácido Pouca Consistente Circular – (2 

mm) 

Convexa Inteira Lisa Opaca Amarelo 

8P4 Rápida Neutro Pouca Consistente Circular – (2 

mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Branco 

          Continua... 
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12P4 Rápida Ácido Pouca Consistente Irregular – 

(3 mm) 

Convexa Ondulada Lisa Opaca Amarelo 

9P4 Rápida Ácido Moderada Aquosa Circular – 

(5 mm) 

Convexa Ondulada Rugosa Transparente Incolor 

1BP4; 18P4 Rápida Ácido Pouca Consistente Circular – 

(2 mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Branco 

9P4; 13BP4 Rápida Ácido Abundante Aquosa Circular – 

(3 mm) 

Convexa Inteira Lisa Transparente Incolor 

RN-02 Lenta Ácido Pouca Consistente Irregular – 

(2 mm) 

Convexa Ondulada Lisa Opaca Branco 

RN-04 Intermediário Ácido Pouca Consistente Circular – 2 

mm) 

Lenticular Inteira Lisa Opaca Branco 

RN-09; RN-11 Intermediária Ácido Pouca Consistente Circular – 

(2,5 mm) 

Convexa Ondulada Lisa Opaca Branco 

RN-16 Intermediária Ácido Pouca Consistente Irregular – 

(2,5 mm) 

Convexa Ondulada Lisa Opaca Branco 

¹Tempo de crescimento em dias: Muito rápida-1 dia; Rápida-2 a 3 dias; Intermediária-4 a 5 dias; Lenta-6 a 10 dias; Muito lenta- acima de 10 dias. ²pH visualizado através do 

indicador azul de bromotimol contido no meio, sensível à mudança de pH: Ácido- meio de cultura amarelo; Neutro- meio de cultura verde; Alcalino- meio de cultura azul. 

³Produção de muco – níveis de classificação: Escassa; Pouca; Moderada; Abundante. 4 Massa de crescimento – níveis de classificação: Seca; Aquosa; Consistente. 5 Forma da 

colônia: Puntiforme (até 1 mm); Circular; Irregular. 6Elevação da colônia – níveis de classificação: Plana; Lenticular; Convexa; Pulvinada. 7Borda da colônia – níveis de 

classificação: Inteira; Ondulada; Lobada; Denteada. 8Superfície da colônia- níveis de classificação: Lisa; Rugosa; Papilada. 9 Transparência- níveis de classificação: 

Transparente; Translúcida; Opaca. 10Cromogênese (cor da colônia): Incolor; Branco; Creme; Amarelo; Laranja. Códigos: SAB e P1 (Seropédica-RJ); P2 (PESAGRO-

Seropédica-RJ); P3 (Itaguaí-RJ); PM e P4 (Mangaratiba-RJ); JUA (Juazeiro-BA); CPATSA (Embrapa Semi-Árido-Petrolina-PE); RN (Natal-RN); *Os códigos que estão 

destacados em negrito indicam as bactérias que nodularam no experimento de autenticação. 

  



47 

ANEXO C  

 
Tabela 4C: Discriminação dos 22 isolados que foram selecionados após a análise de BOX-PCR agrupados de acordo com o local de origem, com 

exceção das duas estirpes de referência, que foram utilizados nas análises filogenéticas dos genes 16SrRNA, recA e nifH. 

 

SEROPÉDICA -RJ ITAGUAÍ-RJ MANGARATIBA-RJ JUAZEIRO-BA PETROLINA-PE NATAL-RN ESTIRPES DE 

REFERÊNCIA (BR) 

SAB QD6 

4BP1 

13P1 

14P1 

12P3II 

19AP3 

19BP3 

1BP4 

8P4 

9P4 

18P4 

PM2-1 

PM3-1 

JUA1-7A 

JUA2-8 

JUA3-1 

JUA3-4 

CPATSA 848 

CPATSA 877 

11-RN BR 3407 

BR 3424 


