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Resumo

Este estudo teve como objet ivo isolar e caracterizar bactérias de 
nódulos radiculares das espécies mulungu (Erythrina velut ina Willd) 
e angico [Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan] cultivadas 
em solos de áreas da Caatinga dos municípios de Serra Talhada, 
Petrolina, Caruaru e Garanhus, no Estado de Pernambuco. As plantas 
foram cultivadas em casa de vegetação nos solos das diferentes 
localidades por quatro meses. Os nódulos foram superficialmente 
desinfetados com hipoclorito de sódio e macerados em placas de Petri 
contendo o meio YMA com vermelho congo. Para a autenticação, 
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os isolados foram avaliados quanto às amplif icações de genes nifH 
e nodC em um duplex PCR. Os isolados com amplif icações positivas 
foram utilizados para testar a capacidade de produção de ácido 
indolacét ico (AIA) em meio líquido. Das 180 bactérias obt idas, 87 
foram selecionadas por apresentar amplif icação positiva para ao 
menos um dos genes estudados. Dentre estas, 40 isolados foram 
selecionados para a avaliação da produção de AIA, sendo que sete 
isolados apresentaram produção de AIA iguais ou superiores ao 
observado para a estirpe de referência BR 3299, com destaque para 
M47 (mulungu) e A42 (angico) que apresentaram os maiores valores 
de síntese de AIA, indicando o potencial destes isolados na promoção 
do crescimento vegetal.

Palavras chave: f ito-hormônio, áreas degradadas, rizóbio-leguminosa, 
inoculante.

Introdução

Espécies arbóreas nat ivas, como o mulungu e o angico, têm sido 
estudadas por causa do alto potencial dessas plantas nos processos 
de recuperação de áreas degradadas em regiões de Caatinga 
(ARAÚJO FILHO et al., 2007). O mulungu e o angico pertencem à 
família Fabaceae e se caracterizam por sua rust icidade e resistência 
à seca. Estas espécies apresentam capacidade de se associar com 
isolados de rizóbio capazes de f ixar o N

2
 atmosférico, tornando-o 

absorvível pelas plantas.

A fixação biológica do nit rogênio (FBN) é um processo natural 
realizado por bactérias denominadas bactérias diazotróf icas. Dentre 
as associações de bactérias diazotróficas e espécies vegetais, a que 
é mais bem estudada e caracterizada é a simbiose rizóbio-leguminosa 
(FERNANDES JÚNIOR; REIS, 2008).

Estudos de seleção de est irpes de rizóbio, quanto à sua capacidade 
de nodular e fixar o N, necessitam de uma etapa de autenticação 
em que os isolados são re-inoculados em seus hospedeiros em 
condições gnotobióticas. Entretanto, recentemente, um método 
molecular que emprega a reação conjunta para a amplif icação de 
dois genes simbióticos foi desenvolvido por Fernandes Júnior et al. 
(2013), permitindo reduzir o número de isolados bacterianos que são 
avaliados em experimentos de casa de vegetação, poupando, assim, 
tempo e recursos.



237X Jornada de Iniciação Científ ica da Embrapa Semiárido, Petrolina, PE, 2015

Além da capacidade de fixar nitrogênio, essas bactérias podem 
promover o crescimento vegetal por meio de diversos mecanismos, 
como a produção de fito-hormônios, como o ácido indolacético (AIA), 
por exemplo (KUMARI et al., 2008). Nesse contexto, o objetivo desse 
trabalho foi avaliar a amplif icação de genes simbióticos e a produção de 
ácido indolacét ico in vit ro por bactérias isoladas de nódulos de plantas 
de mulungu e angico, cultivadas em solos de áreas de Caatinga dos 
municípios de Serra Talhada, Petrolina, Caruaru e Garanhus, no Estado 
de Pernambuco. 

Material e Métodos

Foi realizado o isolamento das bactérias a part ir dos nódulos obtidos em 
um experimento de plantas-isca em condições de cada de vegetação. 
As sementes de angico e de mulungu foram plantadas e crescidas 
por um período de quatro e t rês meses, respect ivamente, em vasos 
com amostras de solo de áreas de Caatinga dos municípios de Serra 
Talhada, Petrolina, Garanhuns e Caruaru. Após o cultivo, os nódulos 
foram destacados e lavados com água corrente. Os nódulos frescos (20 
nódulos por planta) foram superf icialmente desinfestados com hipoclorito 
de sódio, lavados com água destilada autoclavada por oito vezes, 
macerados com o auxílio de uma pinça e riscados em placas de Petri 
contendo meio de cultura YMA com vermelho congo (VINCENT, 1970). 
Após o isolamento, as bactérias foram inoculadas sucessivas vezes no 
meio YMA até obtenção de colônias puras.

Todos os isolados foram submet idos à reação de Duplex PCR para a 
amplif icação simultânea de fragmentos dos genes nifH e nodC, como 
estratégia de autent icação das bactérias (FERNANDES JÚNIOR et  al., 
2013). Os produtos das reações de PCR foram submetidos à eletroforese 
horizontal em gel de agarose a 1,5% (p/v) e visualizados em sistema 
de fotodocumentação com luz UV. Foram considerados posit ivos os 
isolados que apresentaram um dos f ragmentos com o tamanho molecular 
desejado (360 pb para o nifH e 980 pb para o nodC).

Isolados nifH e/ou nodC posit ivos foram selecionados a partir de sua 
localidade de origem e hospedeiro para a avaliação da produção de AIA 
em meio líquido. Alíquotas de um pré-inóculo foram repicadas em meio 
líquido YMA com triptofano, em triplicata, e incubadas sob agitação 
constante durante sete dias. Após esse período, a densidade ótica 
(DO a 540 nm) foi ajustada para 0,3. As amostras ajustadas foram 
centrifugadas e 100 µl de reagente de Salkowski foram adicionados 
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a 150 µl do sobrenadante e incubadas por 30 minutos no escuro. A 
determinação colorimétrica foi realizada em espectrofotômetro a 530 
nm. Para a est imativa da produção de AIA, foi utilizada uma curva 
padrão com concentrações conhecidas de AIA: 0, 50, 100, 150, 
200 e 250 µg.L-1. Os dados foram submetidos à análise de variância 
e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade, utilizando-se o programa Assistat.

Resultados e Discussão

Um total de 180 bactérias foi obtido dos nódulos das plantas de 
mulungu e angico. Dentre estas, 87 bactérias foram caracterizadas 
como portadoras dos genes nifH e/ou nodC. Para as plantas de 
mulungu, 19 bactérias apresentaram amplif icação para o gene nifH 
e/ou nifH+ nodC, sendo dez isoladas dos solos de Caruaru, um de 
Garanhuns e oito de Serra Talhada. Para o angico, foram isoladas 
23 bactérias dos solos de Caruaru, nove de Garanhuns, 27 de 
Serra Talhada e oito de Petrolina (Tabela 1). Os solos de Petrolina 
apresentaram o menor número de isolados para as duas plantas-iscas. 
As plantas de mulungu apresentaram menor número de isolados do 
que as plantas de angico em todos os solos avaliados. Alguns fatores 
restringem a simbiose entre rizóbios e leguminosas, destacando-se a 
acidez do solo e os fatores nutricionais relacionados, competição por 
sítios de nodulação e baixa umidade de solo (HUNGRIA; VARGAS, 
2000). Tais condições de solos podem determinar problemas para a 
planta, bactéria e para a associação entre elas (ZAHRAN, 1999).

Áreas de coleta Mulungu Angico

Nº de 
isolados

Amplif icação
Nº de isolados

Nº de 
isolados

Amplif icação

nifH nifH+ nodC nifH nifH+ nodC

Caruaru 10 9 1 23 18 5

Garanhus 1 1 - 9 6 3

Serra Talhada 8 8 - 27 18 9

Pet rolina 0 - - 9 8 1

Tabela 1. Amplif icação dos genes nifH e nodC de bactérias isoladas de 
nódulos de plantas de angico e mulungu
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Dentre as 87 bactérias isoladas de nódulos de angico e mulungu, 40 
foram selecionadas para a avaliação da produção de AIA. Do total de 
bactérias avaliadas para a síntese de AIA via triptofano, sete isolados, 
sendo quatro de angico e três de mulungu, obtiveram produção igual 
ou superior ao observado pela est irpe BR 3299 de Microvirga vignae. 
Dentre estas bactérias, destacam-se os isolados M47 e A42 que 
apresentaram os maiores valores de síntese de AIA (Figura 1).

Conclusões

Aproximadamente 50% dos isolados obtidos apresentou amplif icação 
posit iva para ao menos um dos genes simbióticos estudados. 

Dentre os isolados avaliados quanto à produção de AIA, dois se 
destacaram por superar a estirpe de referência. 
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