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RESUMO 

 
Diversidade de bactérias diazotróficas nodulíferas na Mata Atlântica 

 
A Mata Atlântica é um importante bioma da costa brasileira, apresenta grande 

diversidade de plantas e animais, porém, pouco se sabe sobre a diversidade 

microbiana. Da mesma forma, pouco se sabe sobre o papel funcional desses 

microrganismos. Vários microrganismos estão envolvidos na ciclagem do nitrogênio na 

Mata Atlântica, e dentre eles os diazotróficos são de particular interesse, pois 

contribuem para o aporte direto de nitrogênio nos ecossistemas. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar a diversidade de bactérias diazotróficas que nodulam leguminosas 

em duas parcelas permanentes do Parque Estadual da Serra do Mar em diferentes 

altitudes. Nódulos de raízes foram coletados nas quatro estações do ano. As bactérias 

foram isoladas do interior dos nódulos, resultando em 105 isolados.  A análise de 

diversidade genética destas bactérias foi feita utilizando-se BOX-PCR e 

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. A capacidade de nodulação dos isolados 

foi determinada através da formação de nódulos em caupi (Vignia unguiculata). Os 

resultados indicaram que há uma diferença na distribuição espacial e temporal dos 

nódulos nas áreas estudadas.  A maior quantidade de nódulos foi encontrada na 

parcela de Picinguaba, em estações com menores índices pluviométricos. Os isolados 

apresentaram uma grande diversidade fenotípica, sendo separados em 6 grupos com 

características culturais semelhantes.  Os perfis de BOX-PCR formaram 8 grupos 

genotípicos com mais de 80% de similaridade, agrupando tanto isolados de Picinguaba 

quanto de Santa Virgínia. Os perfis dos géis do BOX-PCR apresentaram variação no 

número e mobilidade das bandas. Os dados foram transformados em uma matriz 

binária de presença e ausência que possibilitou a análise de agrupamento hierárquicos 

com 8 grupos genotípicos com mais de 80% de similaridade, agrupando tanto isolados 

de Picinguaba quanto de Santa Virgínia. Através do sequenciamento parcial de 

fragmentos de gene rRNA 16S verificou-se que a estrutura das comunidades 

diazotróficas de Picinguaba e Santa Virgínia não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa, indicando que não há seleção de populações bacterianas 

especificas nas áreas.Dos isolados testados, 88% apresentaram capacidade de nodular 

caupi, porém alguns não foram eficientes em promover o crescimento das plantas. Nas 

duas áreas predominou UTOs filogeneticamente associados ao gênero Paenibacillus 

nos nódulos, sugerindo que essas bactérias são importantes para nodulação de 

leguminosas na Mata Atlântica.  

 

Palavras-chave: Mata Atlântica; Fixação biológica de nitrogênio; Biodiversidade; rRNA 

16S; nifH 
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ABSTRACT 

 

Diversity of nodulating diazotrophs of the Atlantic Rainforest 

 

The Atlantic Rainforest is a major biome of the Brazilian coast, which harbors 

great diversity of flora and fauna, but little is known about its microbial diversity. 

Furthermore, little is known about the functional role of these abundant microorganisms. 

Several microorganisms are involved in  cycling of the Atlantic Rainforest’s nitrogen, 

among them the diazotrophs which are of particular interest because they contribute to 

the direct input of nitrogen to ecosystems. The aim of this study was to evaluate the 

diversity of legumes nodulating diazotrophs in two permanent plots of the  Serra do Mar 

State Park at different altitudes.  Root nodules were collected throughout the four 

seasons. The bacteria were isolated from inside of the nodules, resulting in 105 isolates. 

The analysis of genetic diversity was performed using BOX-PCR and rRNA 16S 

sequencing. The nodulation capacity of the isolates was determined by the nodule 

formation  in cowpea (Vigna unguiculata). The results indicated that there are spatial 

and temporal differences distribution in the areas studied. The largest number of 

nodules was found in the Picinguaba plot during seasons of low rainfall. The isolates 

showed a wide phenotypic diversity, hence divided into six groups with similar cultural 

characteristics. The BOX-PCR profiles formed eight genotypic groups with more than 

80% similarity, when comparing the isolates from Picinguaba those from Santa Virginia. 

The BOX-PCR gel profiles showed variation in number and mobility of bands. The data 

was transformed into a binary matrix of presence and absence that allowed the 

hierarchical cluster analysis of eight genotypic groups with more than 80% similarity, 

again comparing both isolates Picinguaba and Santa Virginia. Through partial 

sequencing of 16S rRNA gene fragments no statistically significant difference was found 

between the diazotrophs community structures of Picinguaba the and that of Santa 

Virginia , indicating no selection for specific bacterial populations in these areas. In both 

isolates tested, 88% showed cowpea nodulating capacity, but some were not effective in 

promoting plant growth. In both areas OTUs phylogenetically associated with nodule of 

genus Paenibacillus predominated, suggesting that these bacteria are important for 

legume nodulation in the Atlantic Rainforest. 

 

 Keywords: Atlantic Rainforest; Biological Nitrogen Fixation; Biodiversity; rRNA 16S; nifH  
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1 INTRODUÇÃO  

 

Originalmente localizada em todo o litoral brasileiro, a Mata Atlântica ocupava 

uma área de 1,3 milhão de quilômetros quadrados. É a segunda maior floresta tropical 

do Brasil. Hoje encontra-se apenas 7,3% de sua extensão conservada (IBAMA, 2007). 

A principal característica desta floresta é a heterogeneidade dos extratos arbóreos 

constituídos de árvores de médio a alto porte, formando uma floresta densa e fechada, 

com uma alta umidade e muito sombreada. Outra característica marcante é a alta 

diversidade de espécies de animais e plantas. As florestas tropicais úmidas, conhecidas 

como Florestas Ombrófilas, apresentam um importante papel na manutenção da 

ciclagem de carbono e nitrogênio, e com isso desempenham um papel fundamental na 

manutenção da biodiversidade (CLARK et al., 1995). Apesar do conhecimento da 

diversidade de espécies animais e vegetais encontradas na Mata Atlântica, pouco se 

sabe a respeito dos microrganismos presentes no solo e quais suas funções nos 

diferentes ecossistemas. Os microrganismos do solo podem estar envolvidos nos ciclos 

biogeoquímicos de vários nutrientes, incluindo carbono e nitrogênio. 

Com uma área de 315 mil ha, o Parque Estadual da Serra do Mar é uma região 

montanhosa que abrange uma área que percorre todo o litoral brasileiro da divisa do 

Estado de São Paulo com o Rio de Janeiro, até Itariri, envolvendo quinze municípios 

metropolitanos de São Paulo e da Baixada Santista (INSTITUTO FLORESTAL - 

IFLORESTAL, 2009). Grande riqueza e diversidade de espécies tornam este Parque 

Estadual uma importante área de preservação, sendo uma das maiores áreas de 

remanescentes contínuos de Mata Atlântica. Nela são encontrados alguns núcleos de 

estudo, entre eles o Núcleo de Picinguaba e de Santa Virginia, com áreas de florestas 

tropicais de restinga e florestas densas, submontana e montana, com grande variação 

altitudinal. Muito embora uma grande quantidade de estudos tenham sido conduzidos 

em diferentes áreas deste parque, as informações sobre ecologia microbiana, em 

especial de bactérias diazotróficas, são muito limitadas. 

Microrganismos diazotróficos, podem viver livremente no solo e em sistemas 

aquáticos, ou em associação com plantas, animais, protozoários e fungos. No caso das 

plantas, os diazotróficos podem ser encontrados na rizosfera de várias espécies, 
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endofiticamente associados a algumas espécies ou estabelecendo simbioses 

mutualísticas com leguminosas. Seu principal papel é reduzir enzimaticamente o 

nitrogênio da atmosfera para amônia (NH3), a qual pode ser assimilada por plantas e 

microrganismos. Este processo constitui o principal aporte de nitrogênio nos 

ecossistemas (MARIN et al., 1999). Porém, como na maioria dos casos, o suprimento 

de nitrogênio na solução do solo é insuficiente para o crescimento vegetal, é possível 

encontrarmos plantas com sintomas de deficiência de nitrogênio nas florestas tropicais 

(LASTE et al., 2007). 

Estima-se que cerca de 139 milhões toneladas de nitrogênio ao ano sejam 

fixados biologicamente em ambientes terrestres enquanto a fixação industrial 

representa cerca de 49 milhões toneladas de nitrogênio ao ano (BURNS; HARDY, 

1975). Na soja, a simbiose com rizóbios já substitui completamente o uso de 

fertilizantes nitrogenados, que em 2006, gerou uma economia de US$3,3 bilhões 

considerando-se uma área cultivada aproximadamente 21 milhões de hectares 

(MOREIRA et al., 2010). Por isso o Brasil é considerado o país que mais aproveita os 

benefícios da fixação biológica de nitrogênio (HUNGRIA et al., 2007). 

A simbiose de bactérias fixadores de nitrogênio (BFN) com leguminosas é de 

grande importância, principalmente em espécies arbóreas as quais podem ser utilizadas 

para diversos fins como a recuperação de áreas degradadas, por exemplo, e contribuir 

com uma alternativa para incrementar o aporte de  nitrogênio nos ecossistema, além de 

colaborar para a redução do efeito estufa e reduzir a perdas de nitrogênio por lixiviação 

(KENNEDY et al., 2004).  

A diversidade de bactérias diazotróficas associadas às espécies vegetais na 

Mata Atlântica é pouco conhecida, mas pode ter um papel funcional essencial para a 

manutenção da sustentabilidade dos seus ecossistemas.  

Levantamentos realizados no projeto “Gradiente Funcional” do programa Biota da 

FAPESP nos Núcleos de estudo de Picinguaba e Santa Virgínia do Parque Estadual da 

Serra do Mar, indicam diferenças significativas na disponibilidade de N nos solos em 

diferentes altitudes, sugerindo funcionamento diferenciado quanto ao ciclo de nitrogênio 

e funcionamento do ecossistema como um todo (JOLY et al., 2008). Os levantamentos 

fitossociológicos realizados nas áreas indicam a ocorrência de um número considerável
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 de espécies arbóreas da família Leguminosae. Entretanto, estas não apresentaram 

grande valor de importância nas diferentes fisionomias, sugerindo pequena contribuição  

para a FBN total do ecossistema. Foram identificadas 132 espécies da família 

Leguminosae ao longo do gradiente altitudinal (72 espécies da subfamília 

Papilionoideae, 42 de Mimosoideae e 18 de Caesalpinioideae), sendo em sua maioria, 

espécies de hábitos não arbóreos (lianas, ervas e arbustos). As bactérias que induzem 

a formação de nódulos, bem como sua capacidade em fixar N2 nessas plantas são 

praticamente desconhecidas.  

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade de bactérias 

diazotróficas que nodulam leguminosas em duas parcelas permanentes do Parque 

Estadual da Serra do Mar, fundamentando-se na hipótese de que a maior diversidade 

genética das bactérias fixadoras de nitrogênio está relacionada com fatores do solo, 

com a quantidade de espécies de leguminosas e com o maior aporte de nitrogênio no 

ecossistema. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a diversidade de bactérias 

diazotróficas que nodulam leguminosas em duas parcelas permanentes do Parque 

Estadual da Serra do Mar a fim de estabelecer uma relação entre a ocorrência de 

diferentes grupos de bactérias e as condições do ambiente. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a ocorrência e abundância sazonal de nódulos nas raízes de espécies de 

leguminosas no Parque Estadual da Serra do Mar em diferentes altitudes; 

 Caracterizar as bactérias isoladas do interior dos nódulos de leguminosas; 

 Avaliar a diversidade genética de bactérias diazotróficas nodulíferas isoladas do 

interior dos nódulos de leguminosas através de análises de fragmentos específicos de 

DNA genômico e sequenciamento parcial do gene rRNA 16S. 
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3 DESENVOLVIMENTO 

 

3.1 Revisão Bibliográfica 

 

3.1.1 Mata Atlântica  

 

A Mata Atlântica é uma floresta tropical úmida com uma altíssima biodiversidade, 

ocupando boa parte do litoral brasileiro, com uma extensão de aproximadamente de 1,3 

milhões de quilômetros quadrados. Seu clima é equatorial ao norte e quente temperado 

sempre úmido ao sul e com temperaturas médias elevadas durante o ano. A alta 

pluviosidade nessa região deve-se à barreira que a Serra do Mar constitui para os 

ventos que sopram do mar. Seu solo é pobre e a topografia é bastante acidentada. No 

interior da mata, devido à densidade da vegetação, a luz é reduzida. Em função das 

diferentes altitudes encontradas nesse ambiente, a variação de clima, umidade, 

pluviosidade, luz e oxigênio são significativas, dependendo da parcela estudada 

(INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS 

RENOVÁVEIS - IBAMA, 2007). Variações na temperatura associadas com a altitude 

estão fortemente correlacionadas com estrutura de comunidades de espécies arbóreas 

da Floresta Ombrófila Densa (OLIVEIRA-FILHO; FONTES 2000, LACERDA, 2001, 

SCUDELLER et al., 2001).  

Apesar da baixa fertilidade, normalmente observa-se em solo sob floresta uma 

grande decomposição do material orgânico, baixas perdas de nutrientes por lixiviação e 

grande ciclagem de nutrientes, mesmo em grandes altitudes (SILVA et al., 2007a). De 

forma geral, os solos da Mata Atlântica são pobres e pouco intemperizados com uma. 

grande camada de serapilheira, formada devido à abundante vegetação. Além disso, 

esses solos contém altas concentrações de substancias húmicas e abundantes 

populações de microrganismos heterotróficos envolvidos ciclagem de nutrientes (SOS 

MATA ATLÂNTICA, 2008). 

Uma das grandes dificuldades encontradas nos parques e reservas ecológicas da 

Mata Atlântica é o seu crescente isolamento de outras áreas naturais, protegidas ou 

não. Por esse motivo, e como a conservação da biodiversidade requer não somente a 



 20 

preservação em nível de espécie, mas também a diversidade genética contida em 

diferentes populações é essencial proteger múltiplas populações de uma mesma 

espécie (metapopulações). Além disso, é importante lembrar que populações isoladas 

são mais vulneráveis a eventos demográficos e ambientais aleatórios, tornando-as mais 

susceptíveis à extinção local, regional ou mesmo completa (AYRES et al.,2005). 

 Segundo a classificação do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - IBGE, 

(VELOSO et al.,1991) a Floresta Ombrófila Densa pode ser dividida em quatro 

classificações, de acordo com as diferentes altitudes. Floresta Ombrófila Densa das 

Terras Baixas, com altitude de 5 a 50 metros em relação ao nível médio do mar, 

Floresta Ombrófila Densa Submontana, com altitude variando de 50 a 500 metros, 

Floresta Ombrófila Densa Montana, de 500 a 1.200 metros e Floresta Ombrófila Densa 

Altimontana, acima de 1.200 metros. Essa classificação é de grande importância e está 

relacionado com a disponibilidade de nitrogênio e fósforo no solo. No geral, N e P são 

menos abundantes em maiores altitudes, principalmente devido à menor quantidade de 

serapilheira produzida (TANNER et al., 1998). 

No Parque Estadual da Serra do Mar encontra-se o núcleo de estudos 

Picinguaba (23°34’ S e 45°02’ W), que abrange uma área de 47 mil ha, localizado 

inteiramente no município de Ubatuba, próximo à divisa com o estado do Rio de 

Janeiro. As precipitações anuais são elevadas, resultantes dos efeitos orográficos da 

Serra do Mar. A temperatura média anual do ar é de 16,5 ºC, com 10 ºC no inverno e 

22 ºC no verão. A umidade relativa média mensal do ar está entre 80 a 85% para a 

estação chuvosa, e inferior a 80% para o restante do ano. Caracteriza a área a 

ocorrência frequente de nevoeiros densos nos períodos crepuscular e noturno 

(ARCOVA, 1996). A vegetação consiste de uma cobertura natural secundária, 

sucessora da vegetação natural primária conhecida como Mata Atlântica (Floresta 

Ombrófila Densa), a qual foi removida pela exploração madeireira há aproximadamente 

45 anos (LEITÃO FILHO, 1982). O núcleo existente, Núcleo de Santa Virgínia (23°17’ S 

e 45°11’ W), consiste de uma área de 9 mil ha, a qual preserva grande quantidade de 

nascentes e flora diversificada (IFLORESTAL, 2009), e vegetação variando desde 

restinga até Floresta Ombrófila Densa sedimentada. 
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No Parque Estadual da Serra do Mar são encontradas diversas famílias botânicas. 

A biodiversidade para a Floresta Ombrófila Densa, denominada em seu conjunto, Mata 

Atlântica, é de aproximadamente 20 mil espécies de plantas das quais mais de 8 mil 

são endêmicas (MYERS et al., 2000). A família das leguminosas se destaca por ser 

uma das mais ricas em espécies e variedades, sendo a segunda maior família das 

dicotiledôneas. Dentre as leguminosas podemos encontrar Tachigali denudata, Swartzia 

simplex, Dahlstedtia pinnata, Abarema lusoria, Inga edulis, Pterocarpus rohrii e 

Sclerolobium denudatum em maior abundância e maior frequência nas diferentes 

altitudes do Parque Estadual da Serra do Mar. Tem sido reportado que essas espécies 

formam simbioses com bactérias fixadoras de nitrogênio, com formação de nódulos nas 

raízes (BARBERI et al., 1998; GROSSMAN et al.,2005). 

 A grande diversidade de espécies de leguminosas que nodulam pode se refletir 

em uma grande diversidade de bactérias, porém em florestas estes relatos são 

escassos. Tiwary et al. (2007) relataram a caracterização  e o grande potencial 

biofertilizante de rizóbios isolados de leguminosas em florestas na Índia. Já um 

inventário realizado na região Amazônica revelou a ocorrência de nódulos em 25% das 

Caesalpinioideae, 88% das Mimosoideae e 84% das Papilionoideae, dentre as espécies 

examinadas em cada subfamília. Das 137 espécies de leguminosas com nódulos nas 

raizes, 32, incluindo três Caesalpinoideae, 19 Mimosoideae e 10 Papilionoideae são 

novos registros (FARIA et al., 2010).   

 
3.1.2 Fixação biológica do nitrogênio atmosférico  

 

O nitrogênio é o nutriente mais abundante na matéria viva e o que mais pode 

influenciar no desenvolvimento de uma planta. É comum encontrar em solos brasileiros, 

inclusive em florestas tropicais uma baixa disponibilidade de nitrogênio, acarretando em 

baixo desenvolvimento vegetal. No entanto, alguns microrganismos são capazes de 

converter enzimaticamente o nitrogênio atmosférico em amônio, de forma simbiótica ou 

assimbiótica (DOBEREINER, 1997).  

O processo de fixação biológica de nitrogênio é considerado o processo mais 

importante relacionado com a manutenção da vida na Terra e o principal processo 
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microbiano relacionado com a produção agrícola. A contribuição dos microrganismos no 

aporte de nitrogênio em diversos ecossistemas é de extrema relevância. 

Algumas gramíneas de interesse econômico como trigo, milho e arroz podem se 

associar a bactérias diazotróficas do gênero Azospirilum (LODEWYCKX et al., 2002). A 

cana-de-açúcar também é uma cultura que pode se associar com espécies 

diazotróficas como, por exemplo, Gluconacetobacter diazotrophicus (GILLIS et al., 

1989) e Herbaspirillum spp. (GYANESHWAR et al., 2001). Zehr et al. (1996) descreveu 

através da caracterização do gene nifH, a capacidade de diversos microrganismos 

marinhos em fixar nitrogênio, principalmente aqueles agregados a cianobactérias 

Trichodesmium,  

O processo químico de redução do nitrogênio atmosférico requer um gasto de 

energia elevado,e utiliza alta pressão e temperatura para o rompimento da ligação tripla 

covalente entre os dois átomos de N. Industrialmente, a redução do nitrogênio à amônia 

consome energia derivada de fontes não renováveis, como o petróleo (SPRENT & 

SPRENT, 1990). Em microrganismos diazotróficos, o complexo enzimatico nitrogenase, 

é capaz de promover essa mesma reação à temperatura ambiente e pressão normal, 

utilizando energia proveniente de processos foto ou quimiossintéticos ou obtida a partir 

do metabolismo de carboidratos (fermentação ou respiração) na forma de ATP (ZEHR 

et al., 2003).  

Estima-se um aporte global de cerca de 139 milhões mg N/ano nos diferentes 

ecossistemas através da fixação biológica de nitrogênio,  em contraste com cerca de 49 

milhões mg N/ano através de fertilizantes químicos (BURNS & HARDY, 1975). Além da 

fixação biológica do nitrogênio, outros efeitos benéficos são associados aos 

diazotróficos, como a produção de substâncias promotoras do crescimento vegetal e 

controle biológico de organismos patogênicos (NERONI, 2007). 

Os microrganismos diazotróficos podem ser classificados com relação ao habitat 

que vivem e a forma de obtenção do nitrogênio. Com isso podem ser classificados com 

sendo de vida livre, como Beijerinkia fluminensis e Beijerinkia indica, isolados da 

rizosfera de cana-de-açúcar (DOBEREINER & RUSCHEL, 1958); associativos, 

colonizando tanto a superfície quanto o interior das raízes, como o gênero Azospirillum 

(DOBEREINER & DAY, 1975), Acetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE & 
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DOBEREINER, 1988) e Burkholderia spp. (YABUUCHI  et al., 1992, BALDANI et al., 

1997); ou simbióticos, formando nódulos nas raízes, como Azorhizobium, 

Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium e Allorhizobium , ou 

actinorizas, como Frankia (DREYFUS et al., 1988; DeLAJUDIE, et al., 1994; 

MARTINEZ-ROMERO & CABALLERO- MELLADO, 1996; JARVIS et al., 1997; 

DeLAJUDIE et al., 1998). Além disso, as bactérias diazotróficas podem ser classificadas 

como fotossintéticas ( cianobacterias, Rhodospirillum rubrum), anaeróbicas (Clostridium 

spp.), microaeróbicas (Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Acetobacter 

diazotrophicus, Azorhizobium caulinodans, Azoarcus spp., Burkholderia spp., etc), 

aeróbicas (Azotobacter spp. e Derxia spp.) (SPRENT & SPRENT, 1990).  

Históricamente vários diazotróficos de vida livre têm sido amplamente utilizados 

como organismos modelos para investigações em laboratórios. Clostridium 

pasteurianum, Azotobacter vinelandii e Azotobacter chroococcum foram utilizados para 

o isolamento e caracterização do complexo enzimático nitrogenase (DÖBEREINER et 

al., 1995). As espécies Klebsiella pneumoniae, A. vinelandii, A. chroococcum e 

Anabaena até hoje são utilizadas como organismos modelo para os estudos de 

genética e bioquímica da FBN (HASELKORN et al., 1985).  

Os primeiros diazotróficos de vida livre identificados, Beijerinkia fluminensis e 

Beijerinkia indica foram isolados da superfície da cana-de-açúcar, (DÖBEREINER, 

RUSCHEL, 1958). Já entre os diazotróficos associativos destacam-se os Azospirillum 

spp.  devido a sua ampla distribuição geográfica, colonizar plantas em diversos habitats 

(BALDANI et al., 1997). 

As bactérias fixadoras de nitrogênio que são capazes de formar nódulos em 

associação com leguminosas são popularmente conhecidas como rizóbios, e 

pertencem a classe Alphaproteobacteria (ordem Rhizobiales, gêneros Allorhizobium, 

Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium) (YOUNG, 

1996).  Esse grupo de bactérias é provavelmente responsável pela maior parte de fluxo 

de nitrogênio fixado biologicamente (KAHINDI et al., 1997). No entanto, há alguns anos, 

membros da classe Betaproteobacteria, como Cupriavidus taiwanensis (VANDAME; 

COENYE, 2004) foram observados em nódulos de leguminosa em solos tropicais 
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(VERMA et al., 2004), representando um grupo de microrganismos altamente 

diversificado e ainda pouco explorado. 

Apesar do grande conhecimento sobre a diversidade de bactérias diazotróficas 

em solos cultiváveis, pouco se sabe sobre a ocorrência dessas bactérias em solos de 

florestas tropicais, principalmente em associação com leguminosas. Técnicas de cultivo, 

associadas a técnicas moleculares, como o sequenciamento completo ou parcial do 

gene  rRNA 16S, tem sido utilizadas para estudar a diversidade de diazotróficos e 

estabelecer suas relações filogenética (JARVIS et al.,1992). 

 A filogenia de bactérias fixadoras de nitrogênio também pode ser estudada 

através de análises de genes funcionais. Um desses genes é o nifH que codifica a Fe - 

proteína, do complexo nitrogenase, o qual é altamente conservada em microrganismos 

diazotróficos (COELHO et al., 2009c), e  essencial para a redução do nitrogênio (ZEHR, 

2003).  

Ueda et al. (2005) destacam que o gene nifH é um dos genes mais antigos e 

funcionais existentes na história da evolução genética de microrganismos. Esse gene 

evoluiu de forma semelhante ao gene rRNA 16S, podendo ser usado também como 

marcador molecular (YOUNG, 1992). Roesch et al. (2007) analisando a diversidade de 

bactérias diazotróficas em diferentes localidades do Rio Grande do Sul, nas sequências 

de nucleotídeos do  gene nifH detectaram uma grande diversidade de espécies não 

descritas, além de espécies conhecidas (como Bradyrhizobium e Sinorhizobium), e 

observaram que a distribuição de bactérias diazotróficas pode estar relacionado com 

quantidade de argila do solo. 

 

3.1.3 Processo de formação dos nódulos em leguminosas  
 

O processo de formação de nódulos em leguminosas requer o reconhecimento 

específico entre rizóbios e leguminosa, envolvendo complexos mecanismos de 

sinalização e transdução de sinais moleculares. O primeiro passo deste processo é a 

liberação de flavonóides pelas raízes das leguminosas as quais serão reconhecidos 

pelas bactérias diazotróficas e ativarão a expressão de genes nod específicos nas 

bactérias (DEBELLÉ et al., 2001). Os produtos desses genes são responsáveis pela 

síntese dos chamados Fatores Nod, lipoquitooligossacarideos (LQO) essenciais para a 
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formação dos nódulos, e determinantes da especificidade hospedeira. Os fatores Nod 

são reconhecidos pela planta hospedeira através de receptores transmembrânicos 

específicos, resultando na curvatura dos pêlos radiculares, formação do cordão de 

infecção e do primórdio nodular. O reconhecimento dos fatores Nod resulta na indução 

da expressão de genes vegetais codificando nodulinas, proteínas nódulo - especificas 

essenciais para a formação dos nódulos (GOVERS et al., 1986; GLOUDEMANS & 

BISSELING, 1989). 

Os fatores Nod nas plantas, predominantemente agem nas células epidérmicas e 

corticais, induzindo a despolarização da membrana plasmática, oscilação de Ca2+ e 

indução da expressão de genes específicos (EHRHARDT et al., 1992). Os mecanismos 

que podem afetar a troca de sinalização entre bactéria e planta ainda estão sendo 

investigados como condições do solo, temperaturas extremas, pH alto ou baixo no solo, 

pesticidas, deficiência de nutrientes entre outros (HUNGRIA; VARGAS, 2000).  Ao nível 

molecular, uma dificuldade encontrada é a identificação da expressão de genes que 

podem ser afetados por estes fatores.  

Em Rhizobium, a expressão gênica necessária para o processo de nodulação é 

transcricionalmente silenciada quando a bactéria se encontra em meio de cultura. Isto 

acontece porque a expressão destes genes é reguladas por ativadores transcricionais 

NodD, que agem apenas em conjunto com indutores das plantas (KONDOROSI, 1992). 

O complexo NodD interage com uma região conservada no genoma bacteriano, a 

região nod boxes. Caso essa interação não ocorra, não acontece a transcrição do 

produto enzimático e consequentemente a secreção de fatores Nod (BROUGHTON et 

al., 2006). 

Alguns autores relatam a extrema importância do Fator Nod para a sinalização e 

formação do nódulo. Medicago truncatula normalmente é usada como planta modelo 

para entender este tipo de mecanismo. Pesquisas com plantas mutantes, sendo 

deficientes na sinalização com o Fator Nod, não apresentaram deformação dos pêlos 

radiculares, expressão gênica ou indução da divisão de células corticais, e 

consequentemente apresentaram ausência de nódulos na presença da bactéria 

(OLDROYD et al., 2003).    
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Além dos Fatores Nod, outras proteínas são necessárias para que ocorra todo o 

processo de formação dos nódulos. Algumas proteínas localizadas na superfície das 

células dos rizóbios são de extrema importância para que ocorra o reconhecimento das 

plantas hospedeiras e infecção das plantas (BROUGHTON et al., 2006). 

Alguns genes identificados nas bactérias, não conservados funcionalmente ou 

estruturalmente, identificados como hsn (host-specific nod) também são essenciais para 

a formação dos nódulos na planta hospedeira. A importância dos genes hsn foi 

comprovada através de plantas mutantes que foram bloqueadas na expressão destes 

genes, e consequentemente também não foram capazes de induzir a formação dos 

nódulos (RHIJN, VANDERLEYDEN, 1995). 

 

3.1.4 Estudo de diazotróficos nodulíferos em florestas tropicais  
  

A simbiose de bactérias fixadoras de nitrogênio com leguminosas é considerada 

uma das simbioses mais eficientes do ponto de vista evolutivo. Ao contrário  do que se 

sabe  dessa simbiose em plantas cultivadas, pouco se sabe sobre a fixação biológica 

de nitrogênio e bactérias diazotróficas nodulíferas colonizando espécies vegetais de 

florestas tropicais.  

Embora não existam dados exatos sobre a quantidade de espécies de 

leguminosas na Mata Atlântica, acredita-se que aproximadamente 50% delas sejam 

endêmicas. Assim, é importante inventariar e identificar as funções desempenhadas 

pelos microrganismos associados a essas espécies vegetais. Da maioria das 19.000 

espécies da família Leguminosae, não se tem informação sobre sua capacidade de 

nodular, sobretudo de espécies florestais tropicais (FARIA et al., 1999). Recentes 

trabalhos na Mata Atlântica e Amazônia têm contribuído com informações sobre a 

capacidade de nodulação de um número significativo de espécies. Atualmente 57 

espécies pertencentes a 12 gêneros são formalmente descritas como capazes de 

nodular, mas poucas delas observadas em ecossistemas tropicais (MOREIRA et al., 

2008). A principal razão da falta de estudos sobre a biodiversidade das leguminosas e 

suas propriedade nodulíferas, além de sua ampla distribuição na região tropical e 

subtropical, está na grande plasticidade dos hábitos de crescimento e nas 

características ecológicas das espécies. Muitos gêneros são monotípicos e somente 
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conhecidos de modo aprofundado pelos botânicos. Outros são restritos a áreas remotas 

e algumas vezes inacessíveis (SOUZA, 2010).    

Levantamentos florísticos recentes em trechos de Floresta Ombrófila Densa no 

Parque Estadual da Serra do Mar identificaram a presença de 132 espécies de 

Leguminosae ao longo de um gradiente altitudinal variando de 5 a 1200 metros. 

Dessas, 72 espécies eram da subfamília Papilionoideae, 42 espécies de Mimosoideae e 

18 espécies de Caesalpinioideae (JOLY et al., 2008). No entanto, informações sobre a 

presença de nódulos nessas leguminosas não existem, apesar da fixação biológica de 

nitrogênio ser considerado o maior aporte de nitrogênio em florestas, pouco se sabe 

sobre este assunto na Mata Atlântica (CLEVELAND et al., 1999). Na maioria das vezes, 

a ausência de nódulos nas raízes das leguminosas pode trazer dúvidas em relação à 

capacidade de formar simbioses com bactérias fixadoras de nitrogênio. Técnicas 

complementares podem ser empregadas com objetivo de qualificar e quantificar a 

contribuição da FBN em ecossistemas naturais tais como a técnica de redução do 

acetileno, balanço de N-total no sistema solo-planta, e diluição isotópica do 15N 

(RESENDE et al., 2003). Gerhing (2003) estudando o papel da fixação biológica de 

nitrogênio em floresta primária e secundária na Amazônia Central relatou que a 

contribuição das leguminosas e consequentemente da fixação de nitrogênio em floresta 

secundária é muito maior que em floresta primária, apresentando uma importância 

muito maior em áreas em regeneração do que em florestas clímax. 

Vários estudos têm mostrado que existe um pequeno número de espécies de 

bactérias diazotróficas nodulíferas descritas e um grande número de espécies de 

leguminosas capazes de formar nódulos. Esse fato se dá na maioria das vezes devido à 

capacidade de algumas estirpes de rizóbio formarem simbiose com diversas 

leguminosas diferentes, (MOREIRA et al., 1998). Porém, espécies como Sesbania 

virgata formam simbiose com poucas espécies de bactérias, sendo altamente 

específicas (MOREIRA et al., 2006). 

Moreira et al. (1998) realizaram um levantamento das bactérias diazotróficas 

nodulíferas na Floresta Amazônica, sendo que os gêneros de bactérias mais 

comumente encontrados foram Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium e 

Mesorhizobium, os mesmos gêneros encontrados na maioria dos solos agrícolas. 



 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Descrições das áreas de estudo  

  

Este estudo foi realizado no Parque Estadual da Serra do Mar, em trechos de 

uma Floresta Ombrófila Densa, dos núcleos de Picinguaba (23°34' S e 45°05' W) e 

Santa Virginia (23°17’ S e 45°11’ W), na região nordeste do Estado de São Paulo 

(Figura 1). O núcleo de Picinguaba localiza-se no município de Ubatuba, é a única 

porção do Parque Estadual da Serra do Mar que atinge a orla marinha (SÃO PAULO, 

1996). O relevo da região é dominado pela Planície Costeira, passa pelos morros 

isolados e serras alongadas da Morraria Costeira, atingindo no seu limite interior as 

escarpas, festonadas ou com espigões digitados, da Serrania Costeira (PONÇANO et 

al., 1981). As altitudes no Núcleo Picinguaba variam do nível do mar a 1.340 metros. O 

clima regional é tropical úmido, sem estação seca (SETZER, 1966), com uma 

precipitação anual média superior a 2.200 mm. O núcleo de Santa Virginia situa-se no 

município de São Luis do Paraitinga, é recoberto predominantemente de Floresta 

Ombrófila Densa Montana (VELOSO et al., 1991) com altitude variando de 850 a 1200 

metros. O relevo apresenta forte declividade (24° a 37°), com clima temperado, sem 

estação seca e precipitação média anual superior a 2.200mm. 

As áreas foram previamente selecionadas com base no projeto Gradiente 

Funcional do programa Biota da FAPESP, coordenado por Carlos A. Joly e Luiz A. 

Martinelli. O projeto abrange três diferentes fitofisionomias, onde estão instaladas 12 

parcelas permanentes de 1 ha cada, quatro por altitude, e todas subdivididas em 100 

sub-parcelas de 10 x 10 m. Do total de parcelas em cada altitude, duas foram 

selecionadas para este estudo nas seguintes fitofisionomias: Floresta Ombrófila Densa 

das Terras Baixas, com altitude variando de 50 a 90 m (parcela E) e Floresta Ombrófila 

Densa Montana, cujas altitudes variam de 1000 a 1100 m (parcela N). 
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Figura 1 - Localização dos Núcleos de Picinguaba e Santa Virgínia do Parque Estadual da Serra do Mar 

 

A caracterização do solo das parcelas E e N foi previamente realizada em outros 

trabalhos, e está apresentada na Tabela 1. Os solos são caracterizados como muito 

ácidos, com elevados teores de Al e baixa fertilidade, além de uma reserva nutricional 

restrita na camada superficial (JOLY et al., 2008). Estudos na mesma área mostraram 

uma maior fertilidade do solo em áreas com maior altitude (400m a 1000m), comparado 

com áreas mais baixas (0m a 100m) (MARTINS et al., 2010). Aproximadamente 95% do 

N do solo encontram-se ligado à matéria orgânica (SILVA et al., 2007).  
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Tabela 1 - Caracterização química dos perfis do solo das parcelas E e N. Os valores são médios de 

repetições (n=32) ± desvio padrão e coeficiente de variação em % (*) 
 

Prof    pH H+Al Al S P SB
1
 CTC

2
 V

3
 m

4
 

(cm) CaCl2 ....(mmolc Kg
-1

).... .....(mg Kg 
-1

)...... ...( mmolc Kg
-1

)... % 

Parcela E 
0-5 3,3±0,1 

2,9* 
168,4±29,0 

17,2* 
15,6±6,7 

43,1* 
33,1±5,1 

15,5* 
15,7±3,2 

20,6* 
8,5 177,5 4,8 62,9 

5-10 3,3±0,1 
3,5* 

178,0±33,2 
18,7* 

19,0±7,7 
40,8* 

36,1±8,9 
24,6* 

12,7±4,2 
33,3* 

3,9 176,0 
 

2,2 81,1 

10-20 3,5±0,1 
3,2* 

124,4±24,0 
19,3* 

12,7±4,1 
31,9* 

55,7±13,0 
23,3* 

4,8±3,4 
72,6* 

3,0 133,2 2,2 80,1 

Parcela N 
0-5 3,6±0,2 

4,6* 
128,5±37,6 

29,3* 
24,3±6,8 

28,0* 
19,0±12,4 

65,3* 
16,3±11,5 

68,9* 
12,8 141,3 9,1 65,4 

5-10 3,7±0,1 
3,8* 

99,6±23,3 
23,4* 

21,3±5,3 
24,9* 

25,1±16,3 
64,9* 

10,0±7,0 
70,6* 

5,1 104,7 4,9 80,7 

10-20 3,8±0,1 
3,3* 

83,4±27,0 
32,2* 

17,8±5,1 
28,8* 

34,1±18,5 
54,1* 

6,2±2,9 
46,9* 

4,5 87,9 5,1 79,9 

1 
Soma de Bases; 

2
 Capacidade de troca de Cátions; 

3 
Saturação por bases; 

4
 Saturação por alumínio. 

 

4.2 Amostragem  

 

Foram realizadas quatro coletas nas diferentes estações do ano nas parcelas 

permanentes E (Picinguaba) e N (Santa Virgínia) do Parque Estadual da Serra do Mar. 

Foram adotados os mesmos procedimentos de amostragem em todas as coletas. As 

coletas foram realizadas em julho de 2009, outubro de 2009, janeiro de 2010 e maio de 

2010. 

As amostras de solo foram coletadas dos primeiros 10 centímetros de 

profundidade, com auxilio de um trado. Cada ponto de amostragem fazia parte de uma 

malha pré-estabelecida. Foi coletado um ponto por sub-parcela, sendo um total de 160 

amostras de solo, separados em 50 sub-parcelas ao longo de cada parcela e mais 30 

pontos aleatórios sorteados ao acaso dentro das parcelas, ilustrados de vermelho na 

Figura 2. De cada amostra foi realizada uma triagem para selecionar os nódulos (Figura 

3). Os nódulos foram separados das raízes e conservados em sílica gel, para 

isolamento das bactérias.  
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Figura 2 - Croqui dos pontos de amostragem nas parcelas E e N de 100 x 100m. Legendas em 

vermelho representam os pontos fixos de amostragem. E1 e I7 são pontos escolhidos 

ao acaso dentro das parcelas para amostragem de solo e raiz 

 

 

 

       

      Figura 3 - Amostragem e coleta dos nódulos  
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4.3 Isolamento de bactérias dos nódulos 

 

Como os nódulos estavam desidratados, o primeiro passo foi reidratá-los em água 

esterilizada. Para desinfestação da superfície dos nódulos, os mesmos foram imersos 

em álcool etílico 95%, por trinta segundos, com objetivo de quebrar a tensão superficial, 

e posteriormente imersos em H2O2, por três minuto, para esterilizar a superfície do 

nódulo e, depois, lavados seis vezes em água esterilizada para a retirada do 

desinfestante. Os nódulos foram então esmagados com auxilio de uma pinça 

devidamente esterilizada, e as bactérias inoculadas em meio de cultura sólido YMA 

(FRED; WAKSMAN, 1928, Anexo A) com azul de bromotimol como indicador de pH, 

distribuídos no meio de cultivo com auxilio de uma alça de platina para a obtenção de 

colônias isoladas. As células foram incubadas a 28°C por até 14 dias e repicadas para 

purificação e obtenção de colônias típicas e isoladas. Posteriormente, os isolados foram 

cultivados em meio de cultura líquido por dois dias, homogeneizados e estocados em 

glicerol 20% a -80°C. 

 

4.4 Caracterização cultural dos isolados 

 

As características culturais de todos os isolados, individualmente, foram 

avaliadas em placas com meio YMA, através dos seguintes parâmetros: taxa de 

crescimento medida pelo tempo de aparecimento de colônias isoladas (rápido: 2 a 3 

dias; intermediário: 4 a 5 dias; lento: 6 a 10 dias; muito lento: > 10 dias); diâmetro médio 

das colônias isoladas; modificação do pH do meio (acidificação, alcalinização e sem 

alteração), conforme Moreira (1991); forma da borda (circular, irregular, inteira, 

ondulada); elevação da borda (lente, convexo, plano), superfície (lisa, concêntrica), 

produção de muco (escassa, pouca, moderada, abundante), consistência (elástica, 

gomosa, butírica, aquosa), transmissão de luz (opaco, brilhante, translúcido) e 

coloração das colônias, conforme Jesus (2005). Os isolados foram incubados por 7 dias 

a 30°C, no escuro.  
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As bactérias foram agrupadas através do método de ligação média e distância 

Euclidiana, usando linha de separação em 0,87 com base nas características das 

colônias.  

 

4.5 Extração de DNA bacteriano 

 

O DNA dos isolados foi extraído utilizando-se o kit FastDNA® (Q-Biogene) de 

acordo com as recomendações do fabricante.  As bactérias foram cultivadas em meio 

YM líquido até a fase log. Foi transferido cerca de 300μL do meio de cultura com a 

bactéria para microtubos contendo granada finamente moída e 1mL da solução CLS-

TC. Os tubos foram agitados horizontalmente por 40 segundos a uma velocidade de 

60ms-1 em um agitador FP120 Fast Prep Cell Disruptor (Q-Biogene). Em seguida os 

microtubos foram centrifugados a 13.400 g por 5 minutos e 700μL do sobrenadante foi 

transferido para tubos de 2mL e adicionados mais 700μL de uma suspensão de matriz 

de ligação,  seguido de homogeneização por inversão por 5 minutos e centrifugação por 

10 segundos a 13.400 g. Descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 500μL de solução 

SEWS, incubando-se por 1 minuto. A solução foi transferida para um filtro acoplado a 

microtubos de 2mL (Spin Filter, Q-Biogene) e os tubos centrifugados a temperatura 

ambiente por 1 minuto.a 13.000 g. O material que passou pelo filtro foi descartado e o 

material retido foi lavado com 100μL de solução DES, encubando-se por 5 minutos, e 

centrifugando por 1 minuto a 13.400 g. O filtro foi descartado e a solução de DNA 

armazenada a -20°C.  

A concentração de DNA foi determinada por comparação com padrão de massa 

em gel de agarose 1%, após colocação com SyBR-Green. 

 

4.6 Caracterização genotípica dos isolados por BOX-PCR  

 

A caracterização genotípica dos isolados foi feita por BOX-PCR, utilizando-se  

oligonucleotídeo iniciador BOX A1R descrito por Versalovic et al. (1994) (5’ 

TCAGGCAAGGCGACGCTGACG 3’), em solução tampão de reação 5X contendo 83 

mM de acetato de amônio, 335 mM de Tris-HCl, 33,5 mM de MgCl2, 33,5 µM de EDTA , 
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150 mM de β-mercaptoetanol. A reação de amplificação foi feita em um volume final de 

25µL contendo: 1μL de DNA molde, 10ρmol de oligonucleotídeo iniciador, 2,5mM de  

dNTP, 10mg/mL de BSA, 5µL de tampão 5X, 2,5U de DNA polimerase taq (Fermentas) 

e 2,5 µL de DMSO. Após desnaturação a 95°C por 5 minutos, a amplificação do DNA 

foi feita em 30 ciclos de desnaturação a 90°C por 30 segundos, pareamento a 52°C por 

1 minuto e extensão a 65°C por 5 minutos e uma extensão final a 65°C por 16 minutos.  

Os produtos da BOX-PCR foram separados por eletroforese em gel de TAE-

agarose 1,5 %, e visualizados utilizando-se um densitômetro Storm 845 (GE 

Healthcare, Waukesha, Wisconsin, USA). Como padrão de tamanho e quantidade de 

DNA foi utilizado o marcador de massa DNA Mass Ladder (Invitrogen). Para os 

controles positivos foram utilizados as estirpes Br10052- ATCC 14482T  (Rhizobium 

leguminosarum bv. phaseoli),  Br29- SEMIA5019 (Bradyrhizobium elkani), Br322- 

CIAT899 (Rhizobium tropici, type IIB), Br111- ATCC 10324T (Bradyrhizobium 

japonicum).  

Os padrões de bandas com base na mobilidade dos fragmentos de DNA do gel 

de todos os isolados testados foram convertidos em uma matriz binária, a qual foi 

utilizada para análise de agrupamento hierárquico com o programa Systat 11.0, com 

base no método de concordância simples (“simple matching”), com algoritmo de Ward e 

distância euclidiana como unidade de medida.  

 

4.7 Amplificação de fragmentos do gene do rRNA 16S 

 

A reação de PCR para amplificação do fragmento do gene rRNA 16S foi realizada 

utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores PRBA63f (5’ CAG GCC TAA CAC ATG 

CAA GTC 3’) (MARCHESI et al., 1998)  e UN518r (5’ ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’) 

(ØVREÅS et al., 1997). A reação de amplificação continha uma mistura de 50 a 100ng 

de DNA, 1,5mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 10 ρmol de cada oligonucleotídeo 

iniciador, 1U de DNA polimerase taq, sendo volume final de 25μL.  As condições de 

amplificação foram 95° C por 5 min, 35 ciclos de 92° C por 1 min, 55° C por 1 min  72°C 

por 1 min, 72° C por 10 min. 
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Os produtos da reação de amplificação (amplicons) foram separados através de 

eletroforese em gel de TAE-agarose 1% e visualizados utilizando um densitômetro 

Storm 845 (GE Healthcare, Waukesha, Wisconsin, USA). 

 

4.8 Sequenciamento do gene  rRNA 16S 

 

 Os amplicons do gene rRNA 16S foram purificados utilizando-se o kit Invisorb 

Fragment CleanUp (Invitek, Berlin, Alemanha). A reação de sequenciamento foi 

realizada utilizando-se 100ng de DNA purificado, 2,0μL de Dyemanic ET Terminator 

(GE Health Care- “General Eletrics Health Care”), 2µL de Tampão “Save Money” (200 

mM de Tris-HCl pH 9,0;  5mM MgCl2.6H2O), 5pmol dos iniciadores  63f  e 518r e água 

ultra-pura, para completar o volume para 10μL. Os produtos de PCR foram precipitados 

com isopropanol e incubados no escuro por 20 minutos a temperatura ambiente. Após, 

os péletes foram lavados e ressuspendidos com etanol 70%. O pélete foi seco no 

escuro por 2 horas, ressuspendido em formamida e desnaturado a 96°C por 5 minutos. 

O sequenciamento foi realizado utilizando-se um sequenciador automático ABI 3100 

seguindo instruções do fabricante (Applied Biosystems) 

 
4.9 Análise das sequências do gene rRNA 16S 

 

  As sequências foram processadas com o programa PHRED (EWING; GREEN, 

1998) para a remoção de bases com baixa qualidade (parâmetro de qualidade >20) e 

sequências do vetor. Para a afiliação filogenética das sequências do gene rRNA 16S 

utilizou-se o programa Classifier (WANG et al., 2007), (acesso em 01 de novembro de 

2010) e com base na distância evolutiva entre as sequências classificadas e aquelas de 

maior similaridade no banco de dados, são definidas possíveis classificações em 

diferentes níveis taxonômicos.  

Para o agrupamento em unidades taxonômicas operacionais (UTOs) foi 

utilizado o programa DOTUR (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005). Para tanto, uma 

matriz de distância evolutiva foi calculada com o DNADIST (algoritmo de Jukes-Cantor) 

do programa PHYLIP 3.63 (FELSENSTEIN, 2006), a partir do alinhamento feito no 
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Clustal X 2.0 (LARKIN et al., 2007), com definições de parâmetros padrão, exceto “gap-

opening penalty” (10.0) e “gap-extension penalty” (0.1). 

    Os números de UTOs e de sequências de cada UTO foram computados e 

utilizados para o cálculo dos índices de diversidade de Shannon e a recíproca do índice 

de Simpson, bem como para a estimativa de riqueza de UTOs pelos métodos não-

paramétricos ACE e Chao1 (CHAO; CHEN, 2006), pelo programa SPADE 3.1 (Species 

Prediction and Diversity Estimation), além da estimativa da cobertura de amostragem. 

.As comparações entre as bibliotecas do gene rRNA 16S foram feitas utilizando-se o 

programa S-LIBSHUFF (SINGLETON et al., 2001).  

 
4.10 Amplificação de fragmentos do gene  nifH 

 

Para verificar a presença do gene nifH no genoma dos isolados foi utilizada a 

metodologia descrita por Demba Diallo et al. (2004). A amplificação do nifH foi feita 

utilizando-se Nested PCR. Para a primeira reação foram utilizados os iniciadores 

FGPH19 (5’- TAC GGC AAR GGT GGN ATH G-3’) (SIMONET et al., 1991) e POLR (5’- 

ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA-3’) (POLY et al., 2001), gerando amplicons de 429 

pb. Para a segunda reação de PCR foram utilizados os iniciadores POLF (5’- CGC CCG 

CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CCC CCG CCC CTG CGA YCC SAA RGC 

BGA CTG-3’) (POLY et al., 2001) e AQER (5’- GAC GAT GTA GAT YTC CTG-3') 

(POLY et al., 2001), produzindo amplicons de 320 pb. Para 25 µL de produto de PCR, 

as concentrações de cada reagente foram de: 50 a 100ng de DNA, 1,0 µM de cada 

oligonucleotídeo inciador; 1,5 mM de MgCl2, 2,5 μL de tampão 1X para PCR, 200 µM de 

dNTP e 1,0 U DNA polimerase taq. Para a segunda reação foram utilizados 1μL da 

solução de amplicons resultantes da primeira reação. As condições de PCR foram 

desnaturação inicial de 95ºC por 1 min., pareamento de 55°C por 1 min., para a 

primeira reação e de 48°C para a segunda reação de PCR, extensão de 72°C por 2 

min. e uma extensão final de 72ºC por 7 min, repetidas 30 vezes. Após a amplificação, 

4μL da  solução de amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, 

juntamente com o padrão de massa (Low DNA Mass Ladder-Invitrogen), e os amplicons 

visualizados por coloração com SYBR Green utilizando-se um densitômetro Storm 845 

(GE Healthcare, Waukesha, Wisconsin, USA). 
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4.11 Determinação da capacidade nodulífera e eficiência simbiótica dos isolados 

 

        Foi conduzido um experimento em casa de vegetação para determinação da 

capacidade nodulífera dos isolados obtidos nas amostras de campo. O experimento foi 

conduzido usando caupi como planta isca (Vigna unguiculata L. Walp), cultivar Br17 

Gurgueia. O experimento foi realizado em vasos de 1,5L autoclaváveis em casa de 

vegetação do Departamento de Ciência do Solo, ESALQ em maio de 2010. O 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com três repetições e 44 

tratamentos com os isolados selecionados a partir dos perfis gerados por BOX-PCR 

(descrito no item 3.7), além de 4 estirpes referências recomendadas pela RELARE 

(Rede de Laboratórios para Recomendação, Padronização e Difusão de Tecnologia de 

Inoculantes Microbianos de Interesse Agrícola) (Br10052- ATCC 14482T  (Rhizobium 

leguminosarum bv. phaseoli),  Br29- SEMIA5019 (Bradyrhizobium elkani), Br322- 

CIAT899 (Rhizobium tropici, type IIB), Br111- ATCC 10324T (Bradyrhizobium 

japonicum), mais dois controles (controle com N-NH4NO3 sem inoculação e controle 

sem N e sem inoculação). Os vasos foram montados com areia e vermiculita na razão 

1:1, (vol:vol) e autoclavados por 2 horas, a 127°C. As sementes foram desinfestadas 

superficialmente com etanol 70% por 5 minutos e hipoclorito de sódio 1% por 3 minutos. 

Em seguida elas foram lavadas 6 vezes com água destilada esterilizada. No momento 

da semeadura foi feita a inoculação utilizando 1mL de meio YM liquido, com as estirpes 

na fase log de seu crescimento. As plantas foram regadas com solução nutritiva de 

Hoagland e Arnon (1950) sem N (Anexo B) e água duas vezes por semana.  Uma 

semente pré-germinada por vaso foi plantada. As plantas foram colhidas  40 dias após 

a emergência, no inicio da fase de florescimento, para avaliação da matéria seca da 

parte aérea, matéria seca de raiz, número de nódulos e eficiência relativa da fixação de 

nitrogênio. 

A eficiência relativa foi calculada segundo a expressão:  

 
100x

MSPAcomN

adaMSPAinocul
Efr 
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Sendo Efr: eficiência relativa; MSPA inoculada: matéria seca da parte aérea da planta 

inoculada; MSPA com N: matéria seca da parte aérea da planta com N. 

 O experimento foi conduzido por 45 dias e os dados obtidos foram submetidos a 

análise de variância empregando-se o programa SISVAR, versão 4,0. A variável 

número de nódulos sofreu a transformação raiz quadrada de Y+1, para normalização 

dos dados.  

  Posteriormente, as bactérias dos nódulos foram isoladas novamente e as 

características culturais e genéticas foram confirmadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 41 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1 Distribuição sazonal dos nódulos 

 

A ocorrência de nódulos nas raízes de leguminosas do Parque Estadual da Serra 

do Mar pôde ser observada em todas as coletas, nas mesmas sub-parcelas ou nas sub-

parcelas próximas. A quantidade de nódulos encontrados variou em relação às épocas 

amostradas e locais amostrados. Em Santa Virginia foram encontrados um total de 47 

nódulos no inverno, 65 nódulos na primavera, 28 no verão e 98 no outono. Já em 

Picinguaba foram encontrados 253 nódulos no inverno, 345 nódulos na primavera, 42 

no verão e 153 no outono (Figura 4). De uma maneira geral, o número de nódulos 

detectados na parcela permanente de Santa Virginia foi 30% menor do que na parcela 

permanente de Picinguaba. A maior diferença relativa entre as duas parcelas foi 

observada na primavera.  Nas figuras 5 e 6 estão apresentados os gráficos com os 

grides e as localidade onde foram amostrados os nódulos em Picinguaba e Santa 

Virgínia, em todas as estações do ano.  

 

 

 

Figura 4 - Distribuição temporal e espacial dos nódulos encontrados nos Núcleos de Picinguaba e Santa 
Virginia 
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Diversos fatores bióticos e abióticos podem interferir na simbiose entre bactérias 

diazotróficas e plantas. O menor número de nódulos no verão pode estar relacionado 

com as maiores taxas de degradação da matéria orgânica da serapilheira e 

conseqüente aumento da quantidade de nitrogênio disponível no solo, devido às 

temperaturas mais elevada e maiores índices pluviométricos, em relação às demais 

épocas do ano. Nos meses que antecederam a amostragem realizada no inverno de 

2009, primavera de 2009, verão de 2010 e outono de 2010, a média de precipitação 

pluviométricas foi de 16,48mm, 27,87mm, 61,83mm e 20,71mm (Figura 7) (CENTRO 

INTEGRADO DE INFORMAÇOES AGROMOTEOROLÓGICOS - CIIAGRO, 2009). 

Pode-se notar que os meses de maiores índices pluviométricos foram aqueles nos 

quais as menores quantidade de nódulos foram detectadas. Essa tendência se manteve 

em todas as épocas de amostragem. Dependendo da umidade, temperatura, pH, entre 

outros fatores abióticos do solo, o nitrogênio pode ser mineralizado e se tornar 

disponível para as plantas, perdido por lixiviação ou para a atmosfera na forma gasosa 

(SOUZA NETO, 2008).  
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Figura 5 – Localização geográfica da parcela E, em Picinguaba, com os pontos onde foram encontrados 
nódulos de leguminosas. A, amostragem realizada no inverno, B, amostragem realizada na 
primavera, C, amostragem realizada no verão, D, amostragem realizada no outono    
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Figura 6 - Localização geográfica da parcela N, em Santa Virgínia, com os pontos onde foram 
encontrados nódulos de leguminosas. A, amostragem realizada no inverno, B, amostragem 
realizada na primavera, C, amostragem  realizada no verão, D, amostragem realizada no 
outono    

 

 

Em florestas tropicais, perdas de nutrientes por lixiviação são pequenas e a 

absorção de nutrientes é bastante favorecida (SILVA et al., 2007). Além disso, no verão,  

com a maior pluviosidade, os solos podem se encontrar em condições anaeróbicas, 

limitando a atividade microbiana (STRALIOTTO et al.,1999). Nóbrega (2006) também 

encontrou uma baixa frequência de nodulação em florestas clímax na Amazônia 

comparando com a frequência de nódulos encontrados em áreas de pastagens e 

agroflorestas de maior fertilidade. 
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          Um fator importante a ser considerado na parcela N, a 1000m de altitude, os 

solos são mais ricos em serapilheira, com baixa fertilidade, pH menor que 4 e elevados 

teores de Al. A alta acidez e a toxidez de alumínio, além da baixa fertilidade, são 

atributos comuns de solos tropicais, e podem afetar negativamente a simbioses entre 

rizóbios e leguminosas (OLIVEIRA et al., 1992; CARVALHO, 1978). É provável que a 

menor quantidade de nódulos na parcela N, em todas as estações do ano, esteja 

associada com os atributos químicos do solo. A ocorrência de nódulos é mais 

favorecida por solos com maior fertilidade, ocorrendo com frequência na Mata Atlântica 

e na Floresta Amazônica (MOREIRA et al., 2010). A acidez do solo afeta todos os 

aspectos da nodulação e fixação biológica de nitrogênio, desde a sobrevivência e 

multiplicação dos rizóbios no solo, até o processo de infecção e desenvolvimento do 

nódulo e atividade da nitrogenase (GRAHAM, 1992). Da mesma forma, Jesus (2005) 

encontrou baixa freqüência de nódulos em solos com altos teores de alumínio e baixos 

valores de pH na região do Alto Solimões, comparado com áreas cultivadas. Fening & 

Danso (2002) relataram uma menor ocorrência de bactérias fixadoras de nitrogênio em 

solos com pH menores que 4,0, comparados com solos menos ácidos.  

 

Figura 7 - Precipitação pluviométrica média mensal, entre outubro de 2008 e junho de 2010, em São Luiz 

do Paraitinga e Ubatuba, no Estado de São Paulo 
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Em um levantamento realizado por Martins (2010) foi observado que na parcela 

E, a 100m, a produção de serapilheira é maior do que na parcela de maiores altitudes, 

porém com menor estoque. Isto se deve a uma maior decomposição da serapilheira, 

levando a uma maior disponibilização de nutrientes para o solo, inclusive o nitrogênio. 

Porém, uma maior quantidade de nódulos foi encontrada nestas áreas, sugerindo que a 

ocorrência de nódulos não está somente relacionada à disponibilidade de nitrogênio e 

que outros fatores edáficos podem ser determinantes da nodulação de leguminosas.. 

Mckey (1994) defende a hipótese de que as leguminosas formam simbiose em florestas 

tropicais mesmo com nitrogênio disponível no solo porque além do nitrogênio fornecido, 

as bactérias ainda podem fornecer outros benefícios como um aumento na capacidade 

fotossintética e aumento na defesa contra herbivoria, compensando o custo energético 

da manutenção da simbiose.  

Outro fator que pode ter afetado a ocorrência de nódulos nas duas parcelas 

amostradas foi a abundância de espécies de leguminosas em cada parcela. Foi 

observada uma maior abundância de indivíduos de leguminosas na parcela E, com 

aproximadamente 41 indivíduos (JOLY et al., 2008), enquanto na parcela N um menor 

número de espécies de leguminosas foi observado (dados não publicados). Uma das 

dificuldades encontradas durante as coletas foi a identificação da planta hospedeira, 

que muitas das vezes não estavam próximas ao ponto amostrado onde foram 

encontradas as raízes com nódulos. Em algumas das sub-parcelas uma das espécies 

da qual os nódulos foram isolados foi identificada como Inga sp. Muito embora os 

relatos de simbiose de rizóbios com espécies de Inga sp em florestas tropicais sejam 

escassos. Frioni et al. (2001) relatam o isolamento e caracterização de espécies de 

rizóbios associados a diversas espécies nativas de leguminosas arbóreas no Uruguai, 

incluindo o Inga uruguensis, a qual foi normalmente encontrada em solos ácidos, 

relacionados aos solos brasileiros.   

Com relação a sazonalidade, trabalhos realizados por Martins (2010) na mesma 

área experimental relatam que a maior quantidade de serapilheira foi observada no 

verão. Consequentemente é possível que a mineralização de nitrogênio também seja 

maior nesta época, inibindo a nodulação formação das leguminosas. Borém et al. 
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(2002) demonstraram que a sazonalidade é um forte determinante da decomposição da 

serapilheira em florestas tropicais, o que pode explicar a variação sazonal da 

quantidade de nódulos. 

É possível também que algumas das espécies de leguminosas da Mata Atlântica 

não possuam a capacidade de nodular e a abundância de nódulos não teria relação 

com a abundância de leguminosas. Da mesma forma, algumas sub-famílias de 

leguminosas possuem maior capacidade de nodular do que outras, de modo que a 

abundância de nódulos estaria relacionada com a estrutura da comunidade de 

leguminosas e não com a abundancia de indivíduos ou espécies (BONETTI et al., 

1984). 

Poucos são os relatos de bactérias diazotróficas nodulíferas em florestas 

tropicais, principalmente na Mata Atlântica. Porém, estudos realizados em outros países 

mostram que a distribuição dessas bactérias está diretamente relacionada com algumas 

características químicas do solo, temperatura, e características intrínsecas das 

leguminosas (FRIONI et al., 2001; ODEE et al., 2002; BALA et al., 2003).  

 

5.2 Isolamento e caracterização cultural dos isolados 

 

 A partir dos nódulos encontrados, foram obtidos um total de 105 isolados por 

cultivo em meio apropriado. As características morfológicas dos isolados obtidos foram 

analisadas e usadas para agrupamento em grupos culturais (Anexo C). A identificação 

de cada isolado foi feita de acordo com o a parcela e sub-parcela de origem do nódulo, 

sendo que as primeiras letras se referem a sub-parcela em que os mesmos foram 

amostrados. Os isolados que apresentam SV no nome foram obtidos de nódulos 

provenientes de Santa Virginia, e os demais provenientes de Picinguaba.  

Apesar das diversas limitações da técnica de caracterização cultural, esta técnica 

pode ser considerada uma boa ferramenta para a análise preliminar da diversidade de 

rizóbios (ZILLI et al., 2003). Em meio de cultura YMA, a maioria dos isolados obtidos 

dos nódulos amostrados apresentaram crescimento rápido (90%) e acidificaram o meio 

de cultura (82%) (Figura 8). Essa predominância de bactérias de crescimento rápido e 

que acidificam o meio já foi observada por Jesus et al. (2005) e Nóbrega et al. (2006).  
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Com relação à cor, os isolados apresentaram coloração amarelo intenso ou 

coloração variando de creme a branca. Melloni et al. (2006) analisando as 

características culturais de bactérias diazotróficas nodulíferas de caupi constaram que a 

maioria dos isolados bacterianos apresentaram maior similaridade com estirpes 

pertencentes a espécies dos gêneros Rhizobium e Sinorhizobium, de crescimento 

rápido e caráter acidificante.   

 

Figura 8 - Isolados de bactérias de nódulos de leguminosas da Mata Atlântica em meio extrato de 

levedura manitol e ágar (meio YMA ou 79). A, B, D, G e H diferentes isolados oriundos de 

Picinguaba, C, E, F I, diferentes isolados oriundos de Santa Virginia. 

 

As características culturais de todas as bactérias foram convertidas em uma 

matriz binária de presença e ausência das características e submetidas à análise de 

agrupamento hierárquico (Figura 9). Com base nas características culturais dos 

isolados e das estirpes de referência, a análise de agrupamento mostrou a formação de 

seis grupos considerando-se 87% (NOBREGA, 2006) de similaridade nas 

características culturais (Tabela 2). 
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O grupo I foi representado por 2 isolados provenientes de Santa Virgínia e 12 

isolados de Picinguaba, além das  estirpes B. japonicum e B. Elkani. O grupo II foi 

representado por 4 e 20 isolados de Santa Virginia e Picinguaba, respectivamente, 

juntamente com a estirpe R. leguminosarum. O grupo III foi representado por 5 isolados 

de Picinguaba e 1 isolado de Santa Virginia, além da estirpe R. tropici. o qual 

apresentou 100% de similaridade com os demais isolados. O grupo IV foi representado 

por 2 isolados oriundos Santa Virginia e 10 de Picinguaba. Já o grupo V foi 

representado por 1 isolado de Santa Virginia e 16 isolados de Picinguaba e o ultimo 

grupo foi constituído por 24 isolados sendo 21 oriundos de Picinguaba e apenas 3 de 

Santa Virginia. 

 
Tabela 2- Grupos de bactérias formadas através do agrupamento das características culturais  
 

Grupos Bactérias Isoladas 
 

Grupo I 
G0p11, H8p9, J6p2, C8SVp1, G0p13, G0p1, J6p5, B2p6, 
E1p8B, E1p3B, C4SVp3B, G0p1B, G0p11B, B. elkani, B. 
japonicum, H6p4  

 
Grupo II 

E1p2B, C8p5A, C8SVp2B, B4SVp3A, A8p1A, A8p1B, 
E1p7B, C8p4A, R. leguminosarum, G0p2B, G0p1a, J6p3, 
J0p2B, J0p3B, G0p5B, G0p7B, H0p3, J4p3, G0p10B, 
C8Svp6B, G0p6, H6p5, H8p5, G0p9B , B4SVp1B, C8p2A 
 

Grupo III C8SVp8B, A8p2B, G0p8, J0p2, J0p1A, B8p3B, R. tropici 

 
Grupo IV 

E1p1B, G0pp8B, C8p2A,C8Svp1B C8p1A, E1p5B, 
A2p2B, A8p3B, G0p3B, E1p6B, B8p5B, C8SVp3B, J0p2 

 
Grupo V 

J4p2, G0p3, J4p6, G0p7, E1p1A, C0p1, I7p2A, B2p3, 
H6p1, B8p4B, J0p4A, G0p2, B4SVp1, J0p4B, G0p6B, 
G0p4B, J0p1B  

 
Grupo VI 

B2p2, H8p2, B2p5, H8p1, B4SVp1A, G0p10, C8p5A, 
A8p1B, J4p6A, J0p1, G0p5, J6p4, I7p3, B4SVp2 J6p1, 
D4p2, J0p3, H6p2, C8SVp5B, B2p1, J4p1, D4p1, E8p3, 
E1p11B 
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Figura 9 - Agrupamento dos isolados de bactérias diazotróficas isoladas de nódulos de leguminosas da 

Mata Atlântica, com base em características culturais  
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Com base nos agrupamentos formados, pode-se observar que os morfotipos 

detectados ocorrem nas duas áreas amostradas, e que não houve associação de 

morfotipos e suas origens geográficas. Odde et al. (1997) analisaram as características 

culturais de isolados de bactérias nodulíferas de diferentes localidade do Quênia, e 

também constataram através de análises de agrupamento hierárquico que não houve 

associação entre os isolados e o local de origem. Esses dados sugerem que os 

morfotipos de diazotróficos nodulíferos são ubíquos na Mata Atlântica 

 

5.3 Caracterização genotípica dos isolados por BOX-PCR 

 

Para a caracterização genotípica dos isolados foi usado BOX-PCR para 

amplificação de sequências conservadas e repetidas ao longo genoma dos isolados. 

Todos os isolados foram testados com relação à amplificação destas regiões, mas nem 

todos geraram fragmentos. Dos 105 isolados, 78 geraram produtos de amplificação. As 

figuras dos géis foram separadas por época do ano da qual foram coletados (Figuras 

10, 11 e 12). Os perfis de bandas apresentaram de 6 a 9 bandas por isolado número 

ideal para uma boa análise comparativa (VERSALOVIC et al., 1994).  

Os isolados caracterizados foram agrupados em 8 grupos distintos, 

considerando-se uma similaridade de 70% entre os perfis de amplicons do BOX-PCR 

(Figura 13). Apenas um dos grupos apresentou dois isolados com 100% de 

similaridade, os isolados C8p2A e C8p4A, ambos de Picinguaba, ambos coletados na 

segunda coleta, e na mesma sub-parcela, e possivelmente sejam originários da mesma 

planta hospedeira. Em contraste, o isolado J0p4A apresentou elevada dissimilaridade 

em relação a todos os outros isolados e formou um grupo isolado.  O grupo I foi 

constituído por 12% dos isolados, sendo somente um isolado de Santa Virginia e os 

demais de Picinguaba e uma estirpe de referência de B. japonicum. O grupo II foi 

constituído por 23% dos isolados, sendo 3 isolados de Santa Virginia e 15 de 

Picinguaba além das estirpes B. elkani e R. leguminosarum. O grupo III foi constituído 

por isolados oriundos de Picinguaba representando 18% dos isolados testados. O grupo 

IV foi constituído da maioria dos isolados (30%), sendo que 24% foram oriundos de 

Santa Virginia e 76% de Picinguaba, além da estirpe de R. tropici. O grupo V e VI foram 
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constituídos de 2 e 7 isolados, respectivamente, ambos com isolados somente de 

Picinguaba. O grupo VII foi constituído de dois isolados de Picinguaba, os quais 

apresentaram 100% de similaridade, indicando ser a mesma bactéria. Finalmente, o 

grupo VIII foi constituído de apenas um isolado, com alta dissimilaridade em relação aos 

demais isolados e estirpes referência (Tabela 3). Nenhum dos isolados apresentou o 

mesmo padrão de bandas das estirpes de referência, sugerindo genótipos distintos. De 

maneira geral, o agrupamento genotípico foi distinto daquele baseado nas 

características culturais dos isolados. 

Os dados obtidos sugerem que existe uma grande diversidade de bactérias nos 

nódulos de leguminosas da Mata Atlântica e que genótipos idênticos não ocorrem em 

áreas geográficas distintas. Resultados contrastantes foram encontrados por Cho et al. 

(2000) onde para cada área amostrada, o perfil de bandas apresentou características 

próprias, constatando que essa técnica de tipificação por fingerprinting pode distinguir 

características genéticas de bactérias endêmicas.   

A identificação de gêneros e espécies de Rhizobium e Bradyrhizobium já foi 

realizada em vários estudos utilizando a técnica do BOX-PCR, indicando o grande 

potencial desta técnica (VINUESA et al., 1998). Em estudos realizados por Fernandes 

et al. (2003), foi demonstrado que a técnica de BOX-PCR pode indicar grau elevado de 

diversidade genética entre rizóbios, sendo um método eficiente para diferenciar 

estirpes. Além disso, o BOX-PCR é uma ferramenta utilizada no controle de qualidade 

dos inoculante atualmente recomendado para algumas espécies de leguminosas 

(MENNA et al., 2009), indicando que essa técnica de fingerprinting pode ser aplicada 

para análise genotípica de populações de bactérias diazotróficas de maneira eficiente 

(LAGUERRE et al.,1997; KASCHUK et al., 2006; MENNA et al., 2009).  
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Figura 10 - Perfis de BOX-PCR dos isolados da primeira coleta, realizada no inverno de 2009. 1-G0p1, 2-
G0p10, 3- B2p3, 4-D4p1, 5-J6p3, 6-H0p3, 7-J4p1, 8-J6p2, 9-G0p3, 10-G0p2, 11-J0p1, 12-H6p2, 13-
C4SVp1, 14-E1p1, 15-J4p3, 16-J0p2, 17-B2p5, 18-B2p6, 19-H6p4, 20-H8p5, 21-H8p9, 22-I7p3, 23-
I7p2, 24-G0p11, 25-J4p6, 26-G0p13, 27-Br322-CIAT899 (Rhizobium tropici, type IIB). 

 

 

 

 

Figura 11 - Perfis de BOX-PCR dos isolados da segunda coleta, realizada na primavera de 2009. 1- 
C8p2A, 2-C8p3A, 3-C8p1A, 4-G0p6A 5-J0p5A, 6-J0p6A, 7-B4SVp1A, 8-C8p6A, 9-I2p4A, 10-
B2p3A, 11-G0p2A, 12-G0p5A, 13-J0p4A, 14-A8p1A, 15-C8p5A, 16-C4SVp1A, 17-C8p2A, 18-
C8p4A, 19-C8p7A.  
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Figura 12 - Perfis de BOX-PCR dos isolados da terceira coleta, realizada no outono de 2010. M- 
marcador, 1-J0p4B, 2-A8p3B, 3-J0p2B, 4-E1p8B, 5-C8SVp3B, 6-C8SVp8B, 7-G0p4B, 8-G0p8B, 
9-G0p10B, 10-E1p7B, 11-B8p3B, 12-J0p3B, 13-G0p7B, 14-B4SVp1B, 15-E1p2B, 16-E1p10B, 
17-C8SVp4B, 18-A2p1B, 19-C8SVp2B, 20-G0p11B, 21-G0p2B. 

 

 

Cottyn et al. (2009) estudando a diversidade morfológica e genética de isolados 

bacterianos presentes em sementes de arroz a partir de análise de perfis de amplicons 

obtidos por BOX-PCR  e comparando os grupos de populações de bactérias formados, 

verificou que a frequência de populações dominantes foi baixa em todas as amostras e 

a maioria deles não foram partilhados em todas as amostras, indicando elevada 

diversidade.  

Resultados similares aos do presente trabalho foram observado também por 

Binde et al. (2009) que relataram que mesmo isolados bacterianos pertencentes ao 

mesmo gênero podem gerar perfis de amplicons distintos por BOX-PCR. 

Neste estudo a análise de agrupamento dos isolados mostrou pouca correlação 

com os locais de origem, como observado em outros relatos (MENNA et al., 2009; 

GERMANO et al., 2006), possivelmente devido a alta promiscuidade de rizóbios de 

florestas tropicais. 
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Tabela 3 – Agrupamento de bactérias isoladas de nódulos com base na similaridade dos perfis de 
amplicons gerados por BOX-PCR 

 

Grupos genotípicos Bactérias isoladas 

Grupo I G0p1, B2p5, E1p6B, G0p8B, B2p6B, G0p5B, G0p9B, 
R. leguminosarum, C8SVp6B,   

Grupo II C4SVp3B, C8SVp2B, H8p5, G0p2, I7p3, B8p5B, A8p1B, G0p3B, 
H6p4, J4p3, B. japonicum, B. elkani, G0p6B, A2p1B, B4SVp1B, 
B2p3, H6p2, E1p1 

Grupo III J0p1B, E1p5B, G0p3, H0p3, E1p2B, A2p2B, J6p2, E1p10b, J0p1, 
G0p11B, G0p1B, I7p2A, J6p3, B8p3B, G0p10B 

Grupo IV J4p1, C8p6A, B4SVp3A, C8SVp5B, G0p2A, I7p3A, R.topici, 
G0p4B, E1p7B, H8p9, B4SVp1A, J0p2, J0p3B, G0p7B C8SVp8B, 
B4SVp1, E1p8B, C8SVp3B, G0p10 A8p3B, G0p5A, J0p6A, 
A8p1A, C8SVp1B 

Grupo V C8p7A, J0p4B 

Grupo VI A8p2B, J0p5A, D4p1, C8p5A, C8p3A, C8p1A, G0p2 

Grupo VII C8p4A, C8p2A 

Grupo VIII J0p4A 

 



 56 

 

Figura 13 - Análise e agrupamento de isolados bacterianos de nódulos com base nos perfis de amplicons 
gerados por BOX-PCR.  
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5.4 Diversidade genética dos isolados de bactérias 

 
Como a maioria dos isolados apresentou padrões específicos de amplicons 

gerados por BOX-PCR, todos os isolados foram submetidos ao sequenciamento parcial 

do gene rRNA 16S para análise filogenética e comparação das estruturas das 

comunidades de bactérias de nódulos das duas áreas avaliadas.  

A afiliação taxonômica das sequências obtidas foi realizada através da 

comparação com sequências depositadas no Ribossomal Database Project, com base 

na distância evolutiva entre as mesmas (Tabela 4). Houve um predomínio de bactérias 

dos gêneros Paenibacillus, Bacillus, Pseudomonas e Burkholderia  

Dentro do domínio Bacteria, os filos que predominaram foram Fimicutes (45% 

dos isolados) e Proteobacteria (55% dos isolados). Do Filo Proteobacteria foram 

detectados membros das classes Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e 

Gammaproteobacteria nas duas áreas amostradas. Apenas uma bactéria, isolada de 

um nódulo encontrado em Picinguaba foi classificada como pertencente ao Filo 

Actinobacteria, e apresentou alta similaridade com o gênero Leifsonia,  

Na tabela 5 são apresentadas as estimativas de riqueza de UTOs, os índices de 

diversidade e a estimativa de cobertura de amostragem. As distâncias evolutivas (D) 

escolhidas para definição das UTOs neste trabalho foi de 0,03. 

Em Picinguaba, pelo índice de Chao1, a estimativa de riqueza de UTOs foi 

significativamente maior do que a riqueza de UTOs em Santa Virginia. Os índices de 

Shannon e a recíproca do índice de Simpson mostraram uma menor diversidade de 

bactérias nas amostras em Santa Virginia quando comparadas com Picinguaba                     
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Tabela 4 – Afiliação taxonômica dos isolados bacterianos de nódulos de leguminosas da Mata Atlântica, a partir do 

sequenciamento parcial do gene rRNA 16S 

                                                                                                                                                                                         (continua) 

Isolado Filo Classe Ordem Família Gênero 

                           Isolados Picinguaba  

J0p1 Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Actinobacteridae Leifsonia 
G0p10 Firmicutes Bacili Bacillales Bacilaceae Bacillus 
G0p3 Firmicutes Bacili Bacillales Bacilaceae Bacillus 
J0p6A Firmicutes Bacili Bacillales Bacilaceae Bacillus 
E1p1B Firmicutes Bacili Bacillales Bacilaceae Bacillus 
J0p2 Firmicutes Bacili Bacillales Bacilaceae Bacillus 
G0p6B Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Bradyrhizobiaceae ND 
G0p2 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Bradyrhizobiaceae ND 
J4p3 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Bradyrhizobiaceae ND 
G0p2B Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales ND ND 
G0p8B Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia 
G0p10B Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia 
A2p1B Firmicutes Bacili Bacillales Bacilaceae Lysinibacillus 
E1p8B Firmicutes Bacili Bacillales Bacilaceae Lysinibacillus 
E1p7B Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae ND 
C8p2A Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
C8p7A Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
G0p6A Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
G0p5A Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
C8p9A Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
J0p1A Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
H8p5 Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
G0p6 Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
G0p11 Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
G0p8 Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae ND 
C8p4A Firmicutes Bacili Bacillales ND ND 
E1p1 Firmicutes Bacili Bacillales ND ND 
C8p5A Firmicutes Bacili ND ND ND 
G0p2 Firmicutes ND ND ND ND 
B2p6 ND ND ND ND ND 
J0p4B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonaceae ND 
G0p7B Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Novosphingobium 
G0p9B Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Novosphingobium 

  

5
8
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Tabela 4 – Afiliação taxonômica dos isolados bacterianos de nódulos de leguminosas da Mata Atlântica, a partir do sequenciamento 

parcial do gene rRNA 16S 

                              (conclusão) 

Isolado Filo Classe Ordem Família Gênero 

E1p2B Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Sternotrophomonas 
G0p3B Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Dyella 
E1p6B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 
E1p5B Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 
J6p2 Proteobacteria ND ND ND ND 
B2p5 Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
A8p1A Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonaceae Pseudomonas 
G0p5B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonaceae Pseudomonas 
J0p1B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonaceae Pseudomonas 
J0p3B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 
A8p3B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonaceae Pseudomonas 
G0p4B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonaceae ND 
G0p11B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonaceae ND 
J0p2B Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonaceae ND 

Isolados Santa Virginia 
C8SVp1B Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia 
C8SVp3B Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia 
B4SVp1 Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
B4SVp1A Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
B4SVp3A Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
C8SVp1 Firmicutes Bacili Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus 
C8SVp8B Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingobium 
C4SVp3B Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingobium 
C8SVp5B Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

ND= não determinado 
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Tabela 5 - Estimativa de riqueza de UTOs, índice de diversidade e cobertura de amostragem calculados a partir da análise de sequências do 

gene  rRNA 16S de Bacteria de amostras 

Comunidade NS
a
 NU

b
 

Estimativa de riqueza de UTOs 

 

Índice de Diversidade 

 ECA
e
 

ACE Chao1 Shannon
c
 1/D

d
 

        

D = 0,03        

Picinguaba 

Santa Virginia 

44 

9 

30 

3 

260 (95,8; 846,2) 

11,4 (5,7; 61,2) 

116,5 (58,6; 300,4) 

9,5 (5,5; 45,9) 

   3,22 (3,089; 3,487) 

1,427 (1,031; 1,823) 

0,304 ( 0,32; 0,29) 

0,700 (0,96; 0,548) 

O,41 

0,670 

Para a definição de UTOs u 
tilizou-se D = 0,03. 
a
Número de sequências.  

b
Número de UTOs determinado pelo DOTUR.  

c
Estimador de máxima semelhança.  

d
Recíproco do índice de Simpson (estimador de máxima semelhança).  

e
Estimativa de cobertura de amostragem. Valores entre parênteses representam o intervalo com 95% de confiança.

6
0
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Na tabela 6 são apresentados os grupos taxonômicos mais abundantes 

encontrados em Picinguaba e Santa Virgínia De maneira geral as UTOs mais 

abundantes em ambas as áreas representam o gênero Paenibacillus. 

 

Tabela 6 - Frequência dos grupos taxonômicos de bactérias isoladas de nódulo de leguminosas da Mata 

Atlântica em Picinguaba e Santa Virginia, 

 
Grupos Taxonômicos 

 Picinguaba 

% Total 

Santa Virginia 

% Total  

Acidobacteriaceae Leifsonia 2,13 NO 

Bacillaceae Bacillus 10,64 NO 

Lysinibacillus 5,25 NO 

Burkholderiaceae Burkholderia 5,25 22,22 

Paenibacillaceae Paenibacillus 22,28 44,44 

ND 2,13 NO 

Psedomonaceae Pseudomonas 12,64 NO 

 ND 12,64 NO 

Sphingomonadaceae Novosphingobium 4,25 NO 

Sphingobium NO 22,22 

XAnthomonadaceae Sternotrophomonas 2,13 NO 

 Dyella 2,13 NO 

Moraxellaceae Acinetobacter 2,13 NO 

Enterobacteriaceae NO 2,13 11,12 

Não determinado  14,89 NO 

TOTAL  100 100 

NO= não observado 

 

O agrupamento das sequências em UTOs resultou em total de 36 UTOs, sendo 

30 com representantes apenas de Picinguaba, 3 UTOs com representantes apenas de 

Santa Virginia e  3 UTOs com representantes de ambos os locais. Das 30 UTOs 

contendo sequências oriundas de Picinguaba, 25 continham apenas 1 sequência. 

Essas UTOs apresentaram relação filogenética com Actinobacteria (1UTO), 

Alphaproteobacteria (1 UTO ), Proteobacteria (16 UTOs), Firmicutes (6 UTOs) e uma 

com a classificação taxonômica não definida. Das 3 UTOS formadas apenas por 

sequências de isolados de Santa Virginia,  duas possuem apenas uma sequência, 
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sendo ambas Proteobacteria, porém pertencentes às famílias Enterobacteriaceae e 

Sphingomonadaceae, respectivamente. Os dados mostram que alguns genótipos 

bacterianos ocorrem em ambas as regiões, apesar da maior abundância de espécies 

em Picinguaba (Figura 14). 

 

Figura 14 - Diagrama de Venn com a distribuição de UTOs de Bacteria em Picinguaba e Santa Virginia. 

 

A análise da estrutura da comunidade das bactérias dos nódulos de 

leguminosas de Picinguaba e Santa Virginia utilizando-se S-LIBSHUFF mostrou que 

essas comunidade não diferem estatisticamente entre si (LIBSHUFF P = 0,001; 

Bonferroni corrigido P para comparação de duas bibliotecas é 0,005, utilizando 

“experimentwise” P = 0,01) (Tabela 7). Assim, os dados sugerem que não existe 

seleção de populações bacterianas do interior de nódulos de leguminosas da Mata 

Atlântica, independente da posição geográfica das mesmas.  

 

Tabela 7 - Valores de  p calculado nas comparações múltiplas entre as bactérias isoladas de Picinguaba 

e Sta. Virgínia, por s-libshuff 

 Heterólogo  

Homólogo Picing. Sta.Virg.  

Picinguaba - 0,2222  

Sta. Virg. 0,7854 -  

    

Valores mínimos para diferença significativa: 0,0050 e 0,0253 para 1% e 5% de 
probabilidade, respectivamente. 
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Foi observado ainda que algumas UTOs apresentavam sequências de bactérias 

de nódulos amostrados na mesma época do ano. Por exemplo, umas das UTOs 

apresentou sequências apenas de isolados de nódulos de leguminosas de Picinguaba 

amostrados na primavera. Adicionalmente três deles eram provenientes de uma mesma 

sub-parcela, e provavelmente se originaram na mesma planta. Apesar disto, uma das 

UTOs apresentou sequências de isolados de Picinguaba e de Santa Virginia, e seus 

isolados foram coletados em diferentes épocas do ano, porém, todos pertencentes a 

família Paenibacillaceae. Zahran (2001) relata que bactérias simbiontes encontradas 

em leguminosas de ambientes naturais, como em florestas, são mais tolerantes a 

condições impróprias para o seu crescimento, como o caso de Rhizobium e 

Bradyrhizobium crescendo em leguminosas de regiões áridas. 

O gênero bacteriano mais abundante encontrado nos nódulos de leguminosas 

das áreas amostradas foi Paenibacillus, representando praticamente a metade de toda 

a população analisada no presente trabalho. Porém, não foi possível a identificação dos 

isolados até o nível de espécie, sugerindo tratar-se de novas espécies bacterianas.  

Tem sido relatada uma estreita relação entre os gêneros Bradyrhizobium e 

Rhizobium com o gênero Paenibacillus, sendo que em simbiose, ambos os gêneros 

foram eficientes em promover a nodulação e o crescimento de diversas leguminosas 

devido a liberação de fitormônios, aumento na solubilização de nutrientes e controlando 

patógenos (PETERSEN et al., 1996; SILVA et al., 2007). Apesar disso, esse gênero 

ainda não foi descrito como sendo a bactéria nodulífera, como foi comprovado no 

presente trabalho. Em contraste, o gênero Burkholderia tem sido associado com o 

desenvolvimento de nódulos em diversas espécies de leguminosas (BARRETT & 

PARKER, 2006; GARAU et al., 2009), em diversos ambientes, inclusive em florestas 

temperadas e na floresta Amazônica (SILVA, 2006). Burkholderia tuberum foi isolada de 

Aspalathus carnosa na África do Sul. Já Burkholderia phymatum foi isolada de nódulos 

de Machaerium lunatum na Guiana Francesa (VANDAMME et al., 2002). Na Mata 

Atlântica, apenas 4 isolados foram afiliados ao gênero Burkholderia, e podem 

representar espécies novas.  

O agrupamento obtido a partir dos perfis gerados no BOX-PCR não foram 

similares aos obtidos com base na similaridade do gene rRNA 16S (UTOs). Apenas 
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alguns isolados mantiveram-se nos mesmos grupos, como é o caso dos isolados 

C8SVp1B e C8SVp3B, que estavam no grupo IV dos perfiz do BOX-PCR e estão na 

mesma UTO, ambas classificadas como Burkholderia. Alguns isolados que apresentaram 

alta similaridade no perfil do BOX-PCR foram classificados em gêneros diferentes com 

base no sequenciamento do gene rRNA 16S, devido possivelmente as diferentes regiões 

do genoma estudado em cada técnica (BINDE et al., 2009). Menna et al., (2009) também 

obteve resultado semelhante com relação a correlação de agrupamento entre BOX-PCR 

e sequências do gene rRNA 16S.  Os autores relatam a dificuldade de usar a técnica de 

agrupamento para identificar espécies, apesar da análise combinada de  rRNA 16S e 

produtos de BOX-PCR poder gerar resultados mais acurados da filogenia e classificação 

taxonômica de estirpes de rizóbios. 

Pode-se observar através do sequenciamento dos isolados bacterianos que 

diversos gêneros não apresentam bactérias normalmente consideradas nodulíferas de 

leguminosas, tais como Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus. É possível que essas 

bactérias representem endofíticos de nódulos. Zakhia et al. (2006) relatam que as 

bactérias assimbióticas mais abundantes encontradas dentro dos nódulos de 

leguminosas de um floresta na Tunísia eram Bacillus e Pseudomonas. Alguns desses 

endofíticos são também diazotróficos e podem ter co-evoluido com bactérias nodulíferas 

através da aquisição de genes por transferência lateral (TRINICK et al., 1889). 

Em um relevante trabalho realizado por Li et al. (2009) foram encontrados vários 

gêneros de bactérias endofíticas isolados de nódulos de soja tais como Pantoea, 

Serratia, Acinetobacter, Bacillus, Agrobacterium e Burkholderia, muitos dos quais 

semelhantes aos encontrados neste trabalho, confirmando a existência de bactérias 

endofíticas no interior dos nódulos.  
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Figura 15 - Árvore filogenética das sequências do gene rRNA 16S gerada pelo parâmetro Kimura2. dos 

isolados de bactérias fixadoras de nitrogênio da Mata Atlântica. 
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5.5 Detecção da presença do gene nifH 

 

A presença do gene nifH é uma importante característica de bactérias 

diazotróficas. No presente trabalho, foram avaliadas todas as bactérias isoladas de 

nódulos com relação a presença do gene nifH, porém, obtivemos sucesso com apenas 

alguns isolados. O pequeno número de isolados nos quais foi detectada a presença dos 

genes nifH por PCR pode representar genótipos bacterianos contendo genes nifH 

divergentes do conhecidos (ZEHR et al., 2003). Portanto, a caracterização completa do 

gene nifH desses isolados seria importante para avaliar a diversidade de diazotróficos 

na Mata Atlântica. No presente trabalho, mesmo utilizando 2 conjuntos de iniciadores 

para amplificar o gene nifH, não foi possível a amplificação dessa região em todos os 

isolados. Com isso, não se pode afirmar que os isolados nos quais não foi detectado o 

fragmento diagnóstico do gene nifH não possuam o mesmos. 

 A amplificação por PCR do gene nifH foi observada em 9 isolados, além da 

estirpe de referência R. tropici. (Br322) (Figura 16). Os isolados cuja amplificação do 

gene nifH foi positiva foram identificados como sendo bactérias diazotróficas, sendo dos 

gêneros Paenibacillus, Burkholderia, e da família Bradyrhizobiaceae.  

 

 
 

Figura 16 - Gel de amplificação especifico para o gene nifH de isolados de bactérias da Mata 
Atlântica.M-marcador, Br322- Rhizobium tropici, 1-C8p2A 2-G0p6B, 3-G0p10B, 4-G0p6, 
5- J0p1B, 6-C8svp3B , 7- G0p2, 8-G0p2B, 9-G0p8B 

 

 

 
 

 M  Br322   1       2         3        4    5       6       7       8       9 

320pb 
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5.6 Análise da capacidade de nodulação e eficiência simbiótica 

 

O experimento foi conduzido na casa-de-vegetação do departamento de Ciência 

do Solo, ESALQ em junho de 2010 (Figura 17). Foi possível verificar na terceira 

semana após a germinação, sintomas de deficiência de nitrogênio em algumas plantas 

inoculadas. Nesse experimento dos 44 isolados inoculadas, 39 (88%) induziram a 

nodulação de caupi. Dados de matéria seca de parte aérea (MSPA), número de nódulos 

(NN), matéria seca de raiz (MSR) e eficiência relativa em fornecer nitrogênio (Efr) estão 

apresentados na Tabela 8. Apesar da alta nodulação por alguns dos isolados (69%), 

diferenças significativas na produção MSPA não foram observadas. Outros isolados 

(31%) promoveram a formação de poucos nódulos, mas induziram aumentos 

significativos de MSPA, comparando com os controles sem nitrogênio. 

Aproximadamente 29% dos tratamentos inoculados com rizóbios isolados apresentaram 

Efr significativamente superior ao controle sem N. No entanto, nenhum isolado 

apresentou Efr similar á do controle com N. 

Os nódulos, apesar de abundantes em alguns tratamentos, eram pequenos e 

esbranquiçados, sugerindo baixa atividade de fixação de N, o que poderia explicar a 

baixa eficiência em aumentar a produção de MSPA. Um fator limitante neste tipo de 

experimento é a espécie de leguminosa utilizada. Se a mesma não for a espécie 

hospedeira de onde as bactérias foram isoladas, pode existir incompatibilidade, 

resultando na não formação de nódulos ou em nódulos não funcionais (NOBREGA, 

2006). Assim, não é possível afirmar que os isolados que não induziram a formação de 

nódulos não são bactérias nodulíferas. Experimentos adicionais, utilizando outras 

espécies de leguminosas, inclusive a leguminosa de onde os nódulos foram isolados, 

poderiam ser realizados para determinar se os isolados que não nodulam o caupi são 

realmente nodulíferos. 
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Figura 17 - Visualização parcial do experimento de autenticação dos isolados de bactérias que nodulam 
leguminosas em casa de vegetação e nódulos observados nas raízes. 

 

A produção de MSPA das plantas controle com nitrogênio mineral foi 

relativamente maior quando comparada com as plantas inoculadas. Apesar disso, as 

plantas inoculadas apresentaram produção de MSPA semelhante às estirpes de 

referência, e superior às plantas sem nitrogênio e sem inoculação. Hara & Oliveira 

(2005) também observaram baixa eficiência dos seus isolados de rizóbio em aumentar 

a produção de matéria seca e atribuem este fato a baixa capacidade de fixação de 

nitrogênio atmosférico da população de bactérias nativas. Contudo, o acúmulo de 

MSPA tende a ser maior nos tratamentos com adição de nitrogênio, já que o 

desenvolvimento dos nódulos e o processo de fixação de nitrogênio requerem um 

consumo de energia elevado. Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir que as 

bactérias isoladas da Mata Atlântica possuem eficiência variada em fornecer nitrogênio 

em simbiose com caupi. Porém, outros testes devem ser realizados com uma maior 

gama de hospedeiros para verificar quais as possíveis limitações para uma eficiente 

simbiose. 

 

Planta inoculada Testemunha  
com N 
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TABELA 8 - Valores médios de matéria seca de parte aérea (MSPA), matéria seca de raiz (MSR), 

número de nódulos (NN) e eficiência relativa (Efr) em caupi inoculada com isolados de 

bactérias diazotróficas da Mata Atlântica. 

          Continua 

Tratamento MSPA 

g planta
-1

 

MSR 

g planta
-1

 

NN* Efr 

(%) 

Com Nitrogênio 3,93 a 3,16 a 0,00 c 100,00 a 

J0p4A 0,69 b 0,16 b 63,34 a 15,10 b 

B2p5 0,61 b 0,16 b 67,00 a 13,10 b 

G0p10B 0,58 b 0,17 b 63,34 a 12,13 b 

G0p11B 0,57 b 0,12 b 71,00 a 11,96 b 

Gop11 0,56 b 0,22 b 15,00 b 11,62 b 

J0p6B 0,53 b 0,11 c 57,33 a 11,22 b 

J0p1A 0,53 b 0,20 b 7,33 c 10,85 b 

A2p2B 0,52 b 0,29 b 5,00 c 10,69 b 

G0p3 0,51 b 0,20 b 18,00 b 10,43 b 

B2p3 0,50 b 0,34 b 0,00 c 10,26 b 

G0p6A 0,49 b 0,15 b 49,33 a 9,84 b 

G0p5A 0,48 b 0,12 b 3,00 c 9,75 b 

H8p5 0,46 b 0,23 b 4,33 c 9,16 c 

G0p1 0,46 b 0,14 b 50,00 a 8,99 c 

C8SVp3B 0,35 c 0,28 b 3,33 c 8,99 c 

C8p5A 0,45 c 0,31 b 9,67 b 8,90 c 

A8p1A 0,44 c 0,14 b 25,33 b 8,74 c 

J0p5A 0,43 c 0,17 b 20,67 b 8,33 c 

G0p2 0,42 c 0,21 b 14,33 b 8,14 c 

BR322 0,43 c 0,18 b 49,00 a 8,06 c 

B4SVp1 0,41 c 0,12 b 37,00 a 7,99 c 

C8SVp3B 0,41 c 0,17 b 13,00 b 7,97 c 

H8p9 0,41 c 0,14 b 0,00 c 7,89 c 

C8p2A 0,41 c 0,19 b 23,00 b 7,88 c 

G0p2B 0,40 c 0,22 b 15,00 b 7,63 c 

G0p1 0,30 c 0,23 b 0,00 c 7,63 c 

BR29 0,40 c 0,17 b 32,67 a 7,55 c 

G0p8B 0,39 c 0,13 b 44,34 a 7,29 c 

J6p3 0,37 c 0,33 b 2,34 c 6,96 c 

E1p1 0,34 c 0,17 b 16,00 b 6,78 c 

J0p3B 0,36 c 0,11 c 41,00 a 6,70 c 

G0p9B 0,36 c 0,15 b 16,34 b 6,70 c 



 70 

TABELA 8 - Valores médios de matéria seca de parte aérea (MSPA), matéria seca de raiz (MSR), 

número de nódulos (NN) e eficiência relativa (Efr) em caupi inoculada com isolados de 

bactérias diazotróficas da Mata Atlântica. 

                                                                                                                            (Conclusão) 

Tratamento MSPA 
g planta

-1
 

MSR 
g planta

-1
 

NN* Efr 
(%) 

C4SVp3A 0,36 c 0,20 b 6,67 c 6,61 c 

C8p2A 0,36 c 0,20 b 7,67 b 6,53 c 

BR111 0,35 c 0,13 b 33,34 a 6,44 c 

C8p5A 0,34 c 0,23 b 5,33 c 6,36 c 

J0p2 0,34 c 0,18 b 6,33 c 6,19 c 

G0p6 0,33 c 0,14 b 16,67 b 6,11 c 

C0p2 0,34 c 0,15 b 4,00 c 6,10 c 

C4SVp3B 0,33 c 0,13 b 18,67 b 5,94 c 

BR10052 0,33 c 0,14 b 21,67 b 5,77 c 

J4p6 0,33 c 0,16 b 5,67 c 5,76 c 

G0p7B 0,34 c 0,20 b 0,00 c 5,56 c 

B2p6 0,32 c 0,15 b 12,67 b 5,51 c 

H6p2 0,30 c 0,17 b 3,33 c 5,10 c 

G0p5B 0,28 c 0,13 b 0,00 c 4,50 c 

Sem Nitrogênio 0,27 c 0,06 c 0,00 c 4,32 c 

CV% 31,28 25,61 31,54 30,46 

  Os dados são médias de 3 repetições. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não 
diferem entre si pelo teste de Skott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. 
*Dados transformados para (x + 1)

1/2
 

 

As bactérias de dois nódulos de cada planta foram isolados novamente em meio 

de cultura YMA para a confirmação das características culturais das bactérias 

inoculadas, além da confirmação do genótipo por BOX-PCR. Com base nos perfis de 

amplicons do BOX-PCR, as bactérias isoladas dos nódulos de caupi foram do mesmo 

genótipo daquelas usadas para inoculação.  
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6 CONCLUSÕES 

  

Com base nas características culturais das bactérias isoladas de nódulos de 

leguminosas da Mata Atlântica em de duas parcelas permanentes localizadas a 

aproximadamente 1000 e 100 m de altitude, não foi possível observar uma associação 

entre morfotipos e suas origens geográficas. 

As características genotípicas determinadas por BOX-PCR sugerem a existência 

de uma grande diversidade de bactérias nos nódulos de leguminosas da Mata Atlântica 

e que genótipos idênticos não ocorrem em áreas geográficas distintas. 

As comunidades de bactérias diazotróficas nodulíferas da parcela permanente 

de Picinguaba (100m de altitude) e de Santa Virginia (1000 m de altitude) não diferem 

estatisticamente, sugerindo que não ocorre seleção de populações específicas nos 

ambientes avaliados. 

A maioria das bactérias isoladas dos nódulos de leguminosas da Mata Atlântica 

são capazes de formar nódulos em caupi, porém não são eficientes em promover o 

crescimento das plantas, se comparado com bactérias de referência recomendadas 

para a inoculação de leguminosas. 

As bactérias mais frequentes em nódulos de leguminosas da Mata Atlântica 

foram Paenibacillus, Burkholderia e Bacillus. Algumas dessas bactérias são 

sabidamente diazotróficas e outras podem ser endofíticas de nódulos. 
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Anexo A - Composição do meio 79 para crescimento de bactérias fixadoras de            
nitrogênio 

 

Meio 79 Fred & Waksman, 1928 similar ao meio YMA - Vincent, 1970 

 10 g manitol ou sacarose 

 1 mL sol. K2PO4 (10%) (ou 0,1 gL-1) 

 4 mL sol.KH2PO4 (10%) (ou 0,4 gL-1) 

 2 mL sol.MgSO4. 7H2O (10%) (ou 0,2 gL-1) 

 1 mL sol.NaCl (10%) (ou 0,1 gL-1) 

 100 mL extrato de levedura (ou 0,4 gL-1 em pó) 

 5 mL sol. 0.5% azul de Bromothymol em 0,2 N KOH 

 Completar para 1000 mL com água destilada 

 pH 6,8-7,0 

 

Meio sólido: 15 g Agar 

Meio semi-solido: 1,75 g Agar 

Autoclavar a 120°C por 15 min 
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Anexo B - Solução de Hoagland & Arnon (1950) 

 

 Composição                                                                      Volume 

KH2PO4 10mL 

MgSO4.7H2O    10mL 

KCl 10mL 

CaCl2                                                                                                                             10mL 

FeCl3     1mL 

Solução de micronutrientes*   1mL 

Água destilada (completar para)   1000mL 

 

pH = 6,7 , ajustar com KOH 

 

*Solução de micronutrientes (para 1L de água) 

H3BO3 .................................................. 2,86g 

MnSO4.4H2O ....................................... 2,03g 

ZnSO4.7H2O ........................................ 0,22g 

CuSO4.5H2O ....................................... 0,08g 

Na2MoO4.H2O ..................................... 0,09g 
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Anexo C - Caracterização morfológica dos isolados de bactérias nativas que nodulam leguminosas arbóreas 
isoladas do Parque estadual de Picinguaba e Santa Virginia, na Serra do Mar, SP. 

   (Continua) 

ISOLADOS ORIGEM pH CONSISTÊNCIA COR CRESC. MUCO LUZ BORDA 

G0p1 (1) Picinguaba ácido gomosa creme rápido abundante translucida lisa 

G0p1 (2) Picinguaba ácido seca amarelo rápido intermediário translucida irregurar 

B2p3 Picinguaba alcalino seca branca rápido pouco opaca lisa 

D4p1 Picinguaba ácido seca amarelo rápido intermediário opaca lisa 

J6p3 Picinguaba ácido gomosa creme rápido abundante translucida lisa 

B2p1 Picinguaba ácido seca amarelo rápido intermediário opaca irregurar 

H8p3 Picinguaba ácido seca amarelo rápido intermediário opaca lisa 

H0p3 Picinguaba ácido gomosa creme rápido abundante translucida irregurar 

J4p1 Picinguaba ácido seca amarelo rápido intermediário opaca lisa 

C0p1 Picinguaba neutro seca branca rápido intermediário opaca lisa 

J0p3 Picinguaba ácido seca amarelo rápido abundante opaca lisa 

J6p2(1) Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido intermediário translucida lisa 

J6p2(2) Picinguaba ácido seca creme rápido abundante translucida lisa 

G0p1 Picinguaba ácido gomosa branca rápido abundante translucida irregurar 

JOp1 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido pouco opaca irregurar 

H6p2 Picinguaba ácido seca amarelo rápido abundante opaca lisa 

H8p2 Picinguaba ácido seca amarelo rápido pouco opaca lisa 

H6p1 Picinguaba alcalino seca branca intermadiario pouco opaca lisa 

B2p2 Picinguaba ácido seca amarelo rápido pouco opaca lisa 

G0p3 Picinguaba neutro seca branca rápido abundante opaca lisa 

C4 Santa Virginia ácido gomosa amarelo rápido intermediário translucida lisa 

I7ap2 Picinguaba alcalino seca branca rápido intermediário opaca lisa 

J0p2 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido abundante translucida lisa 

E1bp1 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido pouco opaca lisa 

E1bp2 Picinguaba ácido seca amarelo lento pouco opaca lisa 

J4p3 Picinguaba neutro gomosa branca rápido abundante translucida irregurar 

D4p2 Picinguaba ácido seca amarelo rápido abundante opaca lisa 

G0p2 Picinguaba neutro seca branca lento pouco opaca lisa 

E1ap1 Picinguaba alcalino seca branca rápido abundante opaca lisa 

B4SVp1 Santa Virginia neutro seca branca lento pouco opaca lisa 
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Anexo C - Caracterização morfológica dos isolados de bactérias nativas que nodulam leguminosas arbóreas 
isoladas do Parque  estadual de Picinguaba e Santa Virginia, na Serra do Mar, SP. 

  (Continuação) 

ISOLADOS ORIGEM pH CONSISTÊNCIA COR CRESC. MUCO LUZ BORDA 

J4p2 Picinguaba neutro seca branca rápido abundante opaca lisa 

H8p1 Picinguaba ácido seca amarelo rápido pouco opaca lisa 

J6p1 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido abundante translucida lisa 

J6p4 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido abundante opaca lisa 

G0p10 Picinguaba ácido seca amarelo intermadiario pouco opaca lisa 

G0p11 Picinguaba ácido gomosa amarelo intermadiario intermediário translucida lisa 

H8p5 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido abundante translucida irregurar 

H8p9 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido intermediário translucida lisa 

J4p6 Picinguaba neutro seca branca rápido abundante opaca lisa 

I7ap3 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido abundante opaca lisa 

J6p5 Picinguaba ácido gomosa creme rápido intermediário translucida lisa 

C0p2 Picinguaba ácido gomosa creme intermadiario pouco translucida lisa 

G0p6 Picinguaba alcalino gomosa branca rápido abundante translucida lisa 

G0p7 Picinguaba alcalino seca branca rápido abundante opaca lisa 

H6p5 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido abundante translucida irregurar 

G0p8 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido abundante translucida lisa 

G0p13 Picinguaba ácido gomosa creme rápido intermediário translucida lisa 

B2p5 Picinguaba ácido seca amarelo rápido pouco opaca lisa 

B2p6 Picinguaba ácido gomosa creme rápido intermediário translucida lisa 

G0p5 Picinguaba ácido gomosa amarelo rápido intermediário opaca lisa 

H6p4 Picinguaba ácido gomosa creme intermadiario pouco translucida irregurar 

G0p4 Picinguaba ácido gomosa creme rápido intermediário translucida lisa 
I2p2A Picinguaba ácido gomosa amarela rápido abundante translucida lisa 
C8p3A Picinguaba ácida gomosa amarela rápido abundante translucida Lisa 

J0p5A Picinguaba ácida gomosa creme rápido Intermediário translucida irregular 

C8p5A Picinguaba neutro gomosa creme intermadiario abundante translucida irregurar 

C8p5A2 Picinguaba neutro seca amarelo intermadiario pouco opaca lisa 

B4SV1A Santa Virginia ácido seca creme intermadiario pouco opaca lisa 

J0p4A Picinguaba neutro seca branca intermadiario pouco opaca lisa 

A8p1A Picinguaba neutro gomosa branca intermadiario abundante translucida irregurar 

C4SV3A Santa Virginia neutro gomosa branca intermadiario abundante translucida lisa 

C8p2A Picinguaba ácido gomosa branca intermadiario abundante translucida lisa 
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Anexo C - Caracterização morfológica dos isolados de bactérias nativas que nodulam leguminosas arbóreas 
isoladas do Parque estadual de Picinguaba e Santa Virginia, na Serra do Mar, SP. 

  (Continuação) 

ISOLADOS ORIGEM pH CONSISTÊNCIA COR CRESC. MUCO LUZ BORDA 

J0p1A Picinguaba ácido gomosa branca rápido abundante translucida lisa 

C8p1A Picinguaba ácido gomosa creme intermadiario abundante translucida lisa 

C8p4A Picinguaba neutro gomosa amarelo intermadiario abundante translucida lisa 

J4p6A Picinguaba ácido gomosa amarelo intermadiario pouco opaca lisa 

E1p7B Picinguaba neutro gomosa amarelo intermadiario abundante translucida lisa 

J0p4B Picinguaba neutro seca creme rapido pouco opaca lisa 

G0p6B Picinguaba neutro seca amarelo rapido pouco opaca lisa 

G0p7B Picinguaba neutro seca amarelo rapido intermediário translucida lisa 

A8p2B Picinguaba ácido gomosa amarelo rapido abundante translucida lisa 

G0p8B Picinguaba ácido gomosa creme intermadiario abundante translucida lisa 

G0p9B Picinguaba ácido gomosa creme rapido abundante translucida lisa 

E1p11B Picinguaba ácido seca amarelo rapido intermediário opaca irregurar 

E1p5B Picinguaba ácido gomosa amarelo intermadiario abundante translucida lisa 

E1p6B Picinguaba ácido gomosa amarelo intermadiario abundante opaca irregurar 

B8p3B Picinguaba ácido gomosa amarelo rapido abundante translucida lisa 

J0p3B Picinguaba neutro gomosa creme rapido abundante translucida lisa 

J0p2B Picinguaba neutro gomosa creme rapido abundante translucida irregurar 

A2p1B Picinguaba neutro gomosa amarelo intermadiario abundante translucida lisa 

A2p2B Picinguaba ácido gomosa amarelo intermadiario abundante opaca lisa 

A8p3B Picinguaba ácido gomosa amarelo intermadiario abundante translucida irregurar 

A8p1B Picinguaba ácido seca amarelo intermadiario pouco opaca lisa 

B8p5B Picinguaba ácido gomosa branca intermadiario abundante translucida lisa 

B8p4B Picinguaba neutro seca branca intermadiario pouco translucida lisa 

G0p1B Picinguaba neutro gomosa creme rapido abundante translucida irregurar 

G0p10B Picinguaba neutro gomosa branca rapido intermediário translucida irregurar 

G0p11B Picinguaba neutro gomosa branca rapido abundante translucida irregurar 

E1p8B Picinguaba alcalino gomosa creme rapido intermediário translucida lisa 

E1p3B Picinguaba alcalino gomosa creme rapido intermediário opaca irregurar 

G0p4B Picinguaba neutro seca creme rapido intermediário opaca lisa 

G0p5B Picinguaba neutro gomosa creme rapido abundante translucida lisa 

E1p9B Picinguaba neutro gomosa amarelo rapido abundante translucida lisa 

C8SVp4B Santa Virginia ácido gomosa amarelo rapido intermediário translucida lisa 
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Anexo C - Caracterização morfológica dos isolados de bactérias nativas que nodulam leguminosas arbóreas 
isoladas do Parque estadual de Picinguaba e Santa Virginia, na Serra do Mar, SP. 

   (Conclusão) 

ISOLADOS ORIGEM pH CONSISTÊNCIA COR CRESC. MUCO LUZ BORDA 

E1p10B Picinguaba ácido seca amarelo rapido pouco opaca lisa 

B4SVp1B Santa Virginia ácido gomosa amarelo rapido intermediário translucida lisa 

C8SVp8B Santa Virginia neutro gomosa amarelo rapido abundante opaca lisa 

C8SVp3B Santa Virginia neutro gomosa amarelo rapido abundante translucida lisa 

Continua...         

C8SVp2B Santa Virginia neutro gomosa creme intermadiario intermediário translucida lisa 

E1p2B Picinguaba neutro gomosa creme intermadiario abundante translucida lisa 

E1p1B Picinguaba ácido gomosa amarelo intermadiario abundante translucida lisa 

J0p1B Picinguaba ácido seca amarelo rapido intermediário opaca lisa 

G0p2B Picinguaba ácido gomosa creme rapido abundante translucida lisa 

G0p3B Picinguaba ácido gomosa amarelo intermadiario abundante opaca irregurar 

C8SVp6B Santa Virginia ácido gomosa amarelo rapido abundante translucida lisa 

C4SVp3B Santa Virginia neutro gomosa creme rapido intermediário translucida lisa 

C8SVp5B Santa Virginia ácido seca amarelo rapido pouco opaca irregurar 

Br 322 Embrapa ácido gomosa amarelo rapido abundante translucida lisa 

Br10052 Embrapa neutro gomosa amarelo rapido abundante translucida lisa 

Br29 Embrapa alcalino gomosa branca intermadiario intermediário translucida lisa 

Br111 Embrapa alcalino gomosa branca intermadiario intermediário translucida lisa 
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