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RESUMO 

 

MENEZES JÚNIOR, Ivan de Alencar. Diversidade de bactérias do gênero Bradyrhizobium 

como endofíticas e na rizosfera de duas cultivares de cana-de-açúcar. 2017. 77 f. 

Dissertação (Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de Ciências 

Biológicas e da Saúde, Departamento de Entomologia e Fitopatologia, Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017. 

 

O gênero Bradyrhizobium é comumente encontrado como endossimbionte em 

leguminosas (família Fabaceae) como a soja (Glycine max), formando nódulos nas raízes 

dessas plantas e disponibilizando nitrogênio da atmosfera para essas plantas e para o solo. 

Pesquisas recentes mostraram a presença de bactérias desse gênero no interior de raízes de 

cana-de-açúcar (Saccharum spp.), uma não leguminosa pertencente à família Poaceae. Este 

trabalho tem como objetivo conhecer a densidade populacional dessas bactérias associadas às 

raízes de duas cultivares de cana-de-açúcar e compreender como o genótipo da planta 

(cultivar) afeta a composição populacional dessas bactérias encontradas na rizosfera e na 

endosfera. Amostras de rizosfera e de raízes de duas cultivares econômicamente relevantes de 

cana-de-açúcar (RB867515 e IACSP95-5000) foram coletadas no campo experimental da 

Embrapa Agrobiologia, seriadamente diluídas e inoculadas em plântulas gnotobióticas de 

feijão-caupi usadas como plantas iscas. A técnica de número mais provável foi utilizada para 

quantificar a densidade dos rizóbios presentes nas amostras e os isolados obtidos dos nódulos 

foram cultivados até formarem culturas puras. A técnica de BOX-PCR e análise de sequência 

dos genes recA, região ITS e nodC foram aplicadas para compreender melhor a diversidade 

genética desses rizóbios. Ensaio de redução de acetileno foi aplicado para verificar a presença 

de atividade da nitrogenase. Observou-se a presença de no mínimo 15625 rizóbios g
-1

 de raiz 

em amostras de rizosfera e entre 125 e 625 rizóbios g
-1

 de raiz nas amostras de endosfera. Isso 

mostra que a densidade de rizóbios na rizosfera de cana-de-açúcar é significantemente maior 

do que no interior das raízes para as duas cultivares de cana. Foram obtidos 34 isolados das 

amostras de rizosfera de cada cultivar e 15 e 14 respectivamente do interior das raízes das 

cultivares IACSP95-5000 e RB867515. A maior parte dos isolados apresentaram 

características morfoculturais do gênero Bradyrhizobium. Análises filogenéticas posicionaram 

a maioria dos isolados no superclado de Bradyrhizobium elkanii. Não foi observada 

correlação entre a cultivar vegetal e a abundância de Bradyrhizobium. spp. nas raízes e 

rizosfera das plantas de cana-de-açúcar. 

 

Palavras-chave: Fixação Biológica de Nitrogênio, bactérias diazotróficas, gene nifH 
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ABSTRACT 
 

MENEZES JÚNIOR, Ivan de Alencar. Diversidade de bactérias do gênero Bradyrhizobium 

como endofíticas e na rizosfera de duas cultivares de cana-de-açúcar. 2017. 77 p. 

Dissertation (Master in Applied Biotechnology and Plant health). Instituto de Ciências 

Biológicas e da Saúde, Departamento de Entomologia e Fitopatologia, Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017. 

 

The genus Bradyrhizobium is commonly found as endosymbiont in legumes (Fabaceae 

family), such as soybean (Glycine max), forming nodules on the roots and providing nitrogen 

from the atmosphere to these plants and to the soil. Recent research has shown the presence of 

bacteria from this genus inside roots of sugarcane (Saccharum spp.), a non-legume belonging 

to the Poaceae family. This work aims to know the population density of these bacteria 

associated with the roots of two sugarcane cultivars and to understand how the plant genotype 

(cultivar) affects the population composition of these bacteria found in the rhizosphere and the 

endosphere. Rhizosphere and root samples of two economically relevant sugarcane cultivars 

(RB867515 and IACSP95-5000) were collected in the experimental field of Embrapa 

Agrobiology, serially diluted and inoculated on gnotobiotic seedlings of cowpea used as trap 

plants. The most probable number technique was used to quantify the density of the rhizobia 

present in the samples and the isolates obtained from the nodules were cultivated to form pure 

cultures. BOX-PCR technique and sequence analysis of the ribosomal internally transcribed 

spacer region (ITS), recA housekeeping gene, and the symbiotic nodC gene were applied to 

better understand the genetic diversity of these rhizobia. Acetylene reduction test was applied 

to verify the presence of nitrogenase activity under free-living conditions. The presence of at 

least 15625 rhizobia g root
-1 

in rhizosphere samples and between 125 and 625 rhizobia g root 
-

1
 in the endosphere samples was observed. This shows that the density of rhizobia in the 

rhizosphere of sugarcane is significantly higher than in the interior of the roots for the two 

cane cultivars. A total of 34 isolates were obtained from the rhizosphere samples of each 

cultivar and 15 and 14 respectively from the roots of cultivars IACSP95-5000 and RB867515. 

Most of the isolates presented morphoculture characteristics of the genus Bradyrhizobium. 

Phylogenetic analyzes positioned most of the isolates in the superclade Bradyrhizobium 

elkanii. No correlation was observed between the plant cultivar and the abundance of 

Bradyrhizobium spp. in the roots and rhizosphere of sugarcane plants. 

 

Key-words: Biological nitrogen fixation, diazotrophic bacteria, nifH gene. 

.
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1. INTRODUÇÃO 

 

A cana-de-açúcar é uma das culturas de grande importância econômica mundial 

devido à produção de energia sustentável, diminuindo a emissão de gases do efeito estufa 

através da produção do etanol que é um biocombustível alternativo aos combustíveis fósseis e 

através da utilização da biomassa na queima da palha e do bagaço gerados da cana para gerar 

energia. 

No Brasil, a cultura da cana torna-se de grande importância econômica devido à 

produção de etanol e de açúcar. Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de cana, 

tendo como produção estimada para a safra 2016/2017 de 694,5 milhões de toneladas de cana-

de-açúcar (CONAB, 2016). 

Em algumas áreas do Brasil a cana tem sido cultivada continuamente por mais de 100 

anos sem a utilização de fertilizante nitrogenado, indicando a possível fixação biológica de 

nitrogênio (FBN) nestes sistemas (NEYRA; DÖBEREINER, 1977). Com isso, foram 

aplicados métodos de redução de acetileno para verificar a atividade da nitrogenase 

(DÖBEREINER et al., 1972) e métodos de balanço de nitrogênio (N) e isótopos de 
15

N para 

quantificar a contribuição da FBN em diferentes variedades de cana-de-açúcar cultivadas no 

Brasil (URQUIAGA et al., 1992; BODDEY et al., 1995). 

Como consequência destes estudos, várias espécies de bactérias diazotróficas 

endofíticas foram isoladas da cana-de-açúcar e utilizadas como uma mistura de cinco espécies 

como inoculante para esta cultura (Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum 

rubrisubalbicans, Herbaspirillum seropedicae, Azospirillum amazonense e Burkholderia 

tropica) (OLIVEIRA et al., 2006). 

Estudos utilizando métodos independentes de cultivo baseados na abundância de 

filotipos de gene nifH e de RNA mensageiro em cana-de-açúcar em diferentes países, 

apresentaram similaridade de filotipos com Bradyrhizobium spp. e Rhizobium spp. (ANDO et 

al., 2005; BURBANO et al., 2011; THAWEENUT et al., 2011; FISCHER et al., 2012), 

indicando que representantes desses gêneros são possivelmente endofíticos em cana-de-

açúcar. No entanto, até recentemente, bactérias do gênero Bradyrhizobium não tinham sido 

isoladas de cana-de-açúcar, embora representantes desse gênero foram isoladas de outras não 

leguminosas como arroz (YANNI et al., 1997; CHAINTREUIL et al., 2000). 

Rouws e colaboradores (2014), utilizando diferentes estratégias de cultivo, relataram 

pela primeira vez o isolamento de Bradyrhizobium sp. endofíticos de raízes de cana-de-açúcar 

cultivar BR867515. No entanto, na ocasião não avaliaram a densidade destas bactérias nos 

tecidos vegetais, tampouco avaliaram a importância do genótipo vegetal sobre a sua presença. 

O que impulsionou a realização desse trabalho foi o relato de espécies do gênero 

Bradyrhizobium como endofíticas em cana-de-açúcar (ROUWS et al., 2014) e a necessidade 

de maior compreensão da interação entre essas bactérias e a cana-de-açúcar para estudo da 

utilização das espécies do gênero Bradyrhizobium como possível inoculante para otimizar o 

desenvolvimento e produção dessa cultura no Brasil. 
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Este trabalho tem como objetivo geral, compreender melhor a ocorrência de bactérias 

do gênero Bradyrhizobium em tecidos de raízes de cana-de-açúcar e em sua rizosfera em 

relação ao genótipo da planta. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

1- Quantificar a densidade de bactérias do gênero Bradyrhizobium nos tecidos internos 

(endosfera) e na rizosfera de duas cultivares de cana-de-açúcar; 

 

2- Avaliar o efeito da cultivar sobre a composição populacional dos rizóbios do gênero 

Bradyrhizobium na endosfera e na rizosfera de duas cultivares de cana-de-açúcar; 

 

3- Comparar a composição genética das populações das bactérias do gênero Bradyrhizobium 

encontradas como endofíticas e na rizosfera de duas cultivares de cana-de-açúcar.
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar, Saccharum spp., é uma planta alógama, pertencente à família 

Poaceae (REIS et al., 2007; RAMOS, 2014). Sua atual classificação é: Divisão 

Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Poales, Família Poaceae, Sub-família 

Panicoideae, Tribo Andropogoneae, Sub-tribo Saccharinae, Gênero Saccharum e Espécies 

como Saccharum officinarum; Saccharum spontaneum; Saccharum sinense; Saccharum 

barberi; Saccharum robustum; Saccharum edule, Saccharum villosum e Saccharum asperum 

(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011; MENDES, 2015). 

A cana tem sua origem determinada no Sudeste da Ásia nas regiões compreendidas 

entre Indonésia e Nova Guiné (MENEDES, 2015), as primeiras mudas chegaram ao Brasil 

por volta de 1515 vindas da ilha da Madeira (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). 

Esta planta pode ser cultivada em regiões temperadas e tropicais e em diversos tipos de solos 

(ANTUNES, 2016). 

Seu cultivo é de grande importância para o setor econômico desde a colonização do 

Brasil, onde foi a primeira atividade agrícola (PERIN et al., 2007) e uma das principais 

economias do país nesse período. O potencial de produção e o papel fundamental da cana-de-

açúcar e seus subprodutos, tanto do ponto de vista agrícola, quanto industrial, fazem essa 

cultura ser de incontestável importância para o Brasil (RAMOS, 2014), que atualmente ocupa 

o posto de líder de produção de açúcar e álcool, assim como lidera a exportação desses 

produtos (CONAB, 2016). 

A cana-de-açúcar também possui grande importância no ponto de vista ambiental 

devido à produção de etanol, um biocombustível alternativo aos combustíveis fósseis (SILVA 

et al., 2013) e através da utilização da biomassa, utilizando a queima da palha e do bagaço 

gerados da cana para gerar energia (DANTAS, 2010), diminuindo assim, a emissão de gases 

do efeito estufa (SANTOS, 2014). 

De acordo com as previsões para a safra de 2016/2017 dadas pela Companhia 

Nacional de Abastecimento (CONAB, 2016), a produção estimada para essa safra será de 

694,5 mil toneladas de cana-de-açúcar e a área colhida no Brasil destinada à atividade 

sucroalcooleira deverá ser de 9.110,9 mil hectares. A produção de açúcar está estimada em 

39.814,8 mil toneladas e estima-se 368.059,5 mil toneladas de cana-de-açúcar destinada para 

produção de etanol. 

A cana-de-açúcar obtém até 70% do total de nitrogênio da planta vindo do nitrogênio 

atmosférico através da fixação biológica de nitrogênio (LIMA et al., 1987; URQUIAGA et 

al., 1992; BODDEY et al., 1995; YONEYAMA et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2002) e se 

destaca de outras não leguminosas comparando a eficiência de FBN (DÖBEREINER, 1997). 

A cana-de-açúcar associa-se com várias bactérias promotoras de crescimento vegetal 

que colonizam a rizosfera e o interior dos tecidos dessas plantas, sendo as bactérias de vida 

livre e as de rizosfera as primeiras a serem isoladas nessa planta (PEDRAZA, 2008; 

PEREIRA, 2011). Ocupam lugar de destaque as espécies Azospirillum sp. (REIS JUNIOR et 

al., 2000), Herbaspirillum seropedicae (MARIN et al., 1999), Herbaspirillum 

rubrisubalbicans (ANTÔNIO, 2010), Gluconacetobacter diazotrophicus (BALDANI et al., 

1997, 2014; PERIN et al., 2004), Burkholderia tropica (REIS et al., 2004; PERIN, 2007) e 

recentemente Rouws e colaboradores (2014) isolaram bactérias do gênero Bradyrhizobium 

como endofíticas nas raízes da cana-de-açúcar. 
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3.2 Compartimentos Onde as Bactérias se Localizam no Solo 

As bactérias são encontradas na rizosfera (Figura 1), no rizoplano, no interior dos 

tecidos das plantas e na fração de solo que não sofre influência direta das plantas (em inglês: 

bulk soil) localizada fora da rizosfera (BOWEN; ROVIRA, 1999; BARILLOT et al., 2013; 

DALY et al., 2015, 2016). 

A região do solo que é influenciada diretamente pelas raízes das plantas é conhecida 

como rizosfera. O tamanho da rizosfera pode variar de 1 mm a 5 mm a partir da raiz de 

acordo com o tipo de planta, o tipo de raiz e o tipo de solo, assim como a alocação de 

nutrientes pela planta (ZELENEV et al., 2005; BARILLOT et al., 2013). 

A rizosfera é uma região onde ocorre uma intensa atividade química e biológica 

influenciada pela liberação de água e compostos orgânicos denominados de exsudatos como 

ácidos orgânicos, proteínas, aminoácidos, carboidratos, vitaminas e mucilagem, os quais 

formam um conjunto de substâncias conhecido como rizodepósito, cuja função é estimular as 

interações físicas e biológicas entre raízes e micro-organismos (HARTMANN et al., 2009; 

HUANG et al., 2014; YORK et al., 2016). 

Os exsudatos radiculares podem variar em sua composição de acordo com a espécie da 

planta e/ou as condições do ambiente como, tipo de substrato, características químicas do 

solo, temperatura, concentração de CO2 e condições de luminosidade (PII et al., 2015). De 

acordo com estimativas de Moreira e Siqueira (2006), para um grama de raiz são produzidos 

10 a 100 mg de exsudatos, 100 a 250 mg de material solúvel e 20 a 50 mg de mucilagem, 

mucigel e células mortas. Por essa disponibilidade de nutrientes é encontrado um maior 

número de micro-organismos na rizosfera em comparação com o bulk soil (HINSINGER et 

al., 2009; BARILLOT et al., 2013). 

Segundo Chaparro et al. (2014) as plantas mantém uma quantidade de 

rizomicrobioma, o qual está relacionado às diferentes funções e estágios de desenvolvimento 

da planta, ao mesmo tempo separam determinados grupos de micro-organismos durante seus 

diferentes estágios do crescimento, provavelmente para exercerem funções específicas que 

nem todos os micro-organismos poderiam como a fixação biológica de nitrogênio e a 

antibiose contra patógenos por exemplo, e os exsudatos são diferencialmente produzidos 

durante o crescimento da planta direcionando tais atividades. 
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Figura 1. Localização de rizosfera, endosfera, rizoplano e bulk soil no solo e raiz da cana-de-

açúcar. Desenhado por Peter S. Medeiros. 

 

Durante vários anos os componentes da rizosfera incluindo o solo, os micro-

organismos e as plantas foram estudados de forma separada. Entretanto, através do 

conhecimento propiciado pela emergência das ferramentas moleculares, estudos mais recentes 

com uma abordagem ecológica tem favorecido uma melhor compreensão do complexo 

ambiente que é a rizosfera onde plantas e micro-organismos são analisados em conjunto, não 

mais separadamente (DESSAUX et al., 2016). 

O bulk soil, solo também referido como não rizosférico, é um ambiente que possui 

diferença física, química e biológica da rizosfera (BOWEN; ROVIRA, 1999). As bactérias 

localizadas no bulk soil sobrevivem com a escassez de nutrientes essenciais para sua 

sobrevivência, fato evidenciado provavelmente pela maior umidade encontrada na rizosfera 

onde ocorre a formação de uma bainha coerente de solo permeado por mucilagem e pêlos 

radiculares, conhecido como revestimento da raiz, (do inglês: rhizosheath) (YORK et al., 

2016). 

Se retirarmos o solo em volta das raízes de uma planta coletada de um vaso ou 

diretamente do solo, podemos verificar que ainda ficam detritos ou partículas de solo 

fortemente aderidos à sua superfície externa, essa camada de solo é definida como rizoplano, 

termo introduzido por Clark (1949), delimitando entre a superfície da raiz e a rizosfera, em 

cerca de 1 mm de espessura (YORK et al., 2016). 

Esses dimensionamentos da rizosfera e do rizoplano foram definidos para facilitar o 

estudo dessas regiões, porém é difícil identificar o real limite entre elas (BARILLOT et al., 

2013). Outro sítio onde as bactérias podem estar presentes seria a endosfera, região localizada 

no interior das plantas como caule, folhas e raiz (BECKERS et al., 2017). 
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3.3 Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) 

O Nitrogênio (N) está presente nos aminoácidos, nas proteínas, nas enzimas, DNA, 

RNA e na clorofila, tornando-se um dos principais macronutrientes para os seres vivos. Todos 

os processos vitais nas plantas necessitam de proteínas, das quais o Nitrogênio é um 

constituinte essencial (LEGHARI et al., 2016). Na atmosfera, ele se encontra na forma de 

nitrogênio (N2), que é o gás mais abundante na atmosfera da Terra (HAAG et al., 2013). 

A maior parte do N estocado no solo é através de processos bióticos (como o ciclo do 

N) associados com a produtividade das plantas e decomposição de matéria orgânica (POST et 

al., 1985). 

O N é disponibilizado à planta via atmosfera através da ação de raios e relâmpagos 

que liberam uma alta quantidade de energia para separar os átomos de N da molécula de N2, 

assim, o N se liga com o oxigênio na atmosfera formando óxidos de N, podendo ser então 

transportados para os ecossistemas terrestres juntamente com a água da chuva (DRAPCHO et 

al., 1983). 

Uma segunda forma de disponibilizar N é por via industrial (processo Haber-Bosch), 

sendo um processo com elevado custo energético o qual utiliza combustíveis fósseis, gás 

natural e petróleo para seu funcionamento e através de altas temperaturas e pressão reduz o 

nitrogênio em amônia (HERRIDGE et al., 2008; ROUWS et al., 2015; HUNGRIA et al., 

1997). Esse processo consome mais de 1% do total de produção mundial de energia e emite 

mais de 300 milhões de toneladas métricas de dióxido de carbono tornando-se um processo 

poluidor (CHERKASOV et al., 2015). 

Apesar disso, foi por meio desta via industrial que a agricultura moderna se 

desenvolveu, juntamente com a aplicação de outros fertilizantes, corretivos e melhoramento 

genético de plantas (SPIERTZ, 2010; BISWAS; GRESSHOFF, 2014). Contudo, sabe-se que 

a produção e aplicação de fertilizantes nitrogenados consomem enormes quantidades de 

energia, e o excesso pode torna-se prejudicial ao ambiente devido à lixiviação do nitrato 

poluindo as águas e o solo e à emissão de óxido nitroso para a atmosfera (MASCLAUX-

DAUBRESSE et al., 2010; SPIERTZ, 2010; SHRIDHAR, 2012). 

Atualmente, a eficiência do uso do N tem sido essencial para o desenvolvimento de 

uma agricultura sustentável, onde, a aquisição e a assimilação de N pelas plantas são ações 

governadas por fatores de interações genéticas e ambientais (XU et al., 2012). 

A terceira forma de disponibilização de nitrogênio é através da fixação biológica de 

nitrogênio (FBN), processo em que bactérias que possuem o complexo enzimático 

nitrogenase, em temperatura e pressão ambiente retiram da atmosfera o N2 que está em uma 

forma que não pode ser utilizada pelas plantas, quebrando a tripla ligação de ponte de 

hidrogênio dessa molécula e a transforma em amônia (NH3), podendo esta forma ser utilizada 

pelas plantas (LAM et al., 1996; DIXON; KAHN, 2004; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; 

FRANCHE et al., 2009; CHERKASOV et al., 2015). 

A FBN, depois da fotossíntese, é provavelmente o processo biológico mais importante 

no mundo (UNKOVICH et al., 2008), disponibilizando N assimilável para as plantas e 

fazendo parte essencial do ciclo do N repondo o teor global de nitrogênio da biosfera e 

compensando as perdas de N que ocorrem na desnitrificação (DIXON; KAHN, 2004; XU et 

al., 2012). 

Visto que o N2 atmosférico é um recurso renovável, a FBN em sistemas agrícolas é 

uma fonte sustentável de N em sistemas de cultivo, além de não poluir o ar, o solo, as águas e 

o alimento como acontece com o excesso de adubos nitrogenados (BOHLOOL et al., 1992; 

JENSEN; HAUGGAARD-NIELSEN, 2003; SPIERTZ, 2010). Por consequência, a FBN 

entrou como uma das linhas temáticas a serem promovidas visando à mitigação de gases de 
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efeito estufa dentro do Plano ABC do Ministério da Agricultura, Pecuária e do Abastecimento 

(MAPA) (BRASIL, 2010), comprovando a sua importância para a agricultura brasileira. 

A fixação biológica de Nitrogênio pode ser quantificada através de métodos como 

balanço total de N, quantificação de 
15

N e através da atividade da nitrogenase pelo ensaio de 

redução de acetileno (Acetylene Reduction Assay- ARA) (HERRIDGE et al., 2008). O método 

ARA é baseado na capacidade da nitrogenase de reduzir, além do N2 o gás acetileno (C2H2) 

formando etileno (C2H4), uma molécula identificável e quantificável por cromatografia 

gasosa. (DILWORTH, 1966; HARDY et al. 1968, 1973). O ensaio de redução de acetileno é 

um método rápido, simples e sensível para medir a fixação de nitrogênio sendo mais simples 

que os outros métodos utilizados para esse fim (BODDEY; KNOWLES 1987; RICE; PAUL, 

1971). 

 

3.4 Bactérias Associadas às Plantas 

As bactérias estão frequentemente em associação com as plantas, estabelecendo 

interações neutras, negativas ou positivas e colonizando a rizosfera, rizoplano e tecidos 

internos destas plantas (MARELLA, 2014; PII et al., 2015). Estas bactérias exercem o papel 

como promotoras de crescimento vegetal através da fixação biológica de nitrogênio ou 

utilizando outros mecanismos de promoção de crescimento (SANTOYO et al., 2016). 

As bactérias capazes de FBN denominadas como diazotróficas (CARVALHO et al., 

2014), são organismos que possuem representantes dos Domínios Eubacteria e Archaea 

(WIDMER et al., 1999; ZEHR et al., 2003; GAGE, 2004). 

As bactérias diazotróficas de vida livre fixam o nitrogênio atmosférico independente 

de outros organismos (ASIS JR. et al., 2004). Este grupo de bactérias é encontrado na 

superfície das plantas e de suas folhas, na serapilheira, na madeira em decomposição e no solo 

(REED et al., 2011). Um exemplo é a espécie Beijerinkia fluminenses, encontrada na rizosfera 

de cana-de-açúcar (NEYRA; DÖBEREINER, 1977). 

As bactérias diazotróficas de vida livre também atuam como promotoras de 

crescimento vegetal, assim como, algumas dessas bactérias são capazes de excretar 

subprodutos de fixação de N2, tais como aminoácidos (GONZALEZ-LOPEZ et al., 1983; 

PATI et al., 1994; SHRIDHAR, 2012). 

As bactérias diazotróficas encontradas em associação com plantas são denominadas 

bactérias diazotróficas associativas, que auxiliam no crescimento da planta sem estabelecer 

simbiose e nesse caso não há formação de nódulos (ELMERICH, 2007; SANTI et al., 2013). 

Estas bactérias colonizam a rizosfera das plantas não leguminosas e tipicamente não invadem 

seus tecidos internos (MUS et al., 2016). Um gênero que representa esse grupo é Azospirillum 

e estas bactérias são encontradas em forrageiras e cereais como arroz, milho, sorgo, cana-de-

açúcar (MARIN et al., 1999). 

As bactérias denominadas endofíticas colonizam os tecidos internos de plantas vivas 

sem apresentar sinais externos de infecção e sem causar sintomas de doenças em todo seu 

ciclo de vida ou em parte dele (RYAN et al., 2008; HARDOIM et al., 2008). Estas bactérias 

podem infectar suas hospedeiras inicialmente no rizoplano, sendo o principal local de 

iniciação de infecção nas raízes laterais emergentes e seguindo no interior das raízes, caule, 

bainha foliar e folhas (HALLMANN et al., 1997; CHI et al., 2005; HARDOIM et al., 2008). 

A colonização do interior da raiz garante uma vantagem em relação às bactérias que 

colonizam a rizosfera por ser um nicho mais específico, dessa forma, estão protegidas do 

excesso de oxigênio que é capaz de inibir a ação da enzima nitrogenase (GOLDING; DONG, 

2010). Com essa especificidade, diminui bastante a competição por nutrientes com bactérias 

do solo e estão mais protegidas de mudanças adversas no ambiente (REINHOLD-HUREK; 

HUREK, 1998; BHATTACHARJEE et al., 2008). Como exemplo de bactérias endofíticas 
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isoladas na cana-de-açúcar podem ser citadas Gluconacetobacter diazotrophicus, 

Herbaspirillum seropedicae, Gluconacetobacter sp. e Burkholderia sp. (BALDANI et 

al.1997; REIS et al., 2004). 

As bactérias endofíticas beneficiam o crescimento e desenvolvimento da planta 

hospedeira atuando como promotoras de crescimento vegetal, proteção contra patógenos e 

contra herbivoria de artrópodes (BHATTACHARJEE et al., 2008; HARDOIM et al., 2015). 

Outra forma de beneficiar suas hospedeiras é observada em bactérias endofíticas que 

colonizam os tecidos internos de plantas da família Poaceae, em associação com essas 

plantas, são capazes de fixar nitrogênio e são denominadas diazotróficas endofíticas 

(DÖBEREINER, 1992; REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998; BALDANI; BALDANI, 

2005). Algumas bactérias representantes dese grupo são: Gluconacetobacter diazotrophicus, 

Herbaspirillum spp., Azospirillum brasilense, Azospirillum amazonense e Burkholderia 

tropica (BODDEY, 1995; REIS JUNIOR et al., 2000; REIS et al., 2004). 

Devido aos benefícios proporcionados para as plantas hospedeiras através da 

associação com bactérias endofíticas, tornou-se importante a utilização destas bactérias no 

desenvolvimento de uma agricultura sustentável (BHATTACHARJEE et al., 2008; MILIUTE 

et al., 2015). 

Diferente das bactérias diazotróficas endofíticas, as bactérias diazotróficas simbióticas 

(endosimbiontes) estabelecem uma interação muito estreita entre bactéria e hospedeiro 

formando estruturas diferenciadas denominadas nódulos (OLDROYD; DOWNIE, 2008; 

DESBROSSES; STOUGAARD, 2011), onde promovem a FBN. Em troca, as plantas 

fornecem fotossintatos para estas bactérias (SACHS et al., 2011). 

Bactérias simbióticas estão presentes no filo α-Proteobacteria encontradas nos 

gêneros Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, 

Allorhizobium e Ensifer associadas com plantas leguminosas (família Fabaceae) e são 

conhecidas como rizóbios (HARDOIM et al., 2015; OKUBO et al., 2016). E também 

encontradas no filo β-Proteobacteria em alguns representantes dos gêneros Burkholderia e 

Cupriavidus. (MOULIN et al., 2001; CHEN et al., 2001). Assim como, em Actinobacteria no 

gênero Frankia associada com plantas não leguminosas (FRANCHE et al., 2009; SANTI et 

al., 2013). 

A infecção ocorre através da indução e formação de nódulos nas raízes de suas 

hospedeiras, iniciando o processo com a fixação da bactéria na superfície dos pelos 

radiculares, após trocas de sinais com o hospedeiro a bactéria é capturada devido ao 

encurvamento do pelo radicular e em seguida inicia-se a formação do cordão de infecção 

(DIXON; KHAN, 2004; SACHS et al. 2009; HARDOIM et al., 2015). Através dessa rota o 

cordão de infecção invade o córtex interno das raízes e este sofre divisões celulares, formando 

os nódulos (OLDROYD et al., 2011). 

As plantas controlam a entrada de oxigênio nas células dos nódulos através de uma 

barreira difusora de oxigênio que permite reagirem com a disponibilidade de oxigênio na 

rizosfera (HAAG et al., 2013). A quantidade de oxigênio no interior das células dos nódulos 

infectados é controlada pela proteína leghemoglobina que tem a função de reduzir o oxigênio 

livre na região de fixação de nitrogênio do nódulo (OTT et al., 2005; HAAG et al., 2013). 

LÖHNIS e HANSEN (1921) sugeriram inicialmente a divisão dos rizóbios em grupos 

de acordo com a velocidade de crescimento em meio de cultura agarizado. Estas bactérias são 

divididas entre as bactérias de crescimento rápido (Rhizobium, Azorhizobium e 

Sinorhizobium), as de crescimento intermediário (Mesorhizobium) e as de crescimento lento 

(Bradyrhizobium) (MARIN et al., 1999). 

Nesse contexto, o gênero Bradyrhizobium tem se destacado pela sua capacidade de 

interação com a soja (Glycine max), uma cultura de grande importância econômica, através da 
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indução de nódulos e uma eficiente fixação de nitrogênio (HUNGRIA et al., 1998; YU et. 

al.,2014). 

 

3.4.1 Gênero Bradyrhizobium 

Segundo Jordan (1982), o nome Bradyrhizobium tem origem do prefixo bradus que 

significa lento, indicando sua característica de crescimento lento em meio de extrato de 

manitol. Cresce em torno de 5 ou 7 dias incubadas em temperatura entre 25 e 30 °C e 

alcaliniza este meio (JORDAN, 1982). 

De acordo com Tortora e colaboradores (2005) o gênero Bradyhrizobium está 

localizado no Domínio Bacteria, Filo Proteobacteria, classe Alfa- Proteobacteria, Ordem 

Rhizobiales e Família Bradyrhizobiaceae (GARRITY et al., 2005). 

Antes dos anos 80, o gênero Rhizobium era dividido em dois grupos, de crescimento 

rápido e crescimento lento, contendo um representante neste último grupo a espécie 

Rhizobium japonicum (JORDAN, 1982; HUNGRIA et al., 2015). Entretanto, a taxonomia foi 

redefinida usando critérios numéricos, incluindo várias propriedades morfofisiológicas e 

genéticas (DELAMUTA et al., 2013). Como consequência, o grupo de crescimento lento foi 

nomeado como gênero Bradyrhizobium e a espécie Rhizobium japonicum transferida para o 

novo gênero e renomeada como Bradyrhizobium japonicum (JORDAN, 1982). E 

postreriormente, algumas estirpes foram separadas desta nova espécie e nomeadas como 

Bradyrhizobium elkanii (KUYKENDALL et al., 1992), subdividindo as estirpes deste gênero 

nestas duas espécies (HUNGRIA et al., 1998). 

O gênero Bradyrhizobium possui diversas bactérias que realizam diferentes papéis e 

colonizam diferentes plantas hospedeiras, incluindo estirpes não simbióticas (RIVAS et al., 

2004; WILLEMS, 2006; MENNA et al., 2009a; SACHS et al., 2010; TERAKADO-

TONOOKA et al., 2013; GOPALAKRISHNAN et al., 2015; JONES et al., 2016). 

O gênero Bradyrhizobium contém uma grande diversidade de estirpes (WILLEMS et 

al., 2003) que possuem capacidade de interação com as leguminosas (família Fabaceae), 

como soja (Glycine max.) (JORDAN, 1982), feijão-caupi (Vigna unguiculata) (ZILLI et al., 

2006) e siratro (Macroptilium atropurpureum) (WOOMER et al., 1988), possuindo elevada 

eficiência na FBN com estas plantas (BHATTACHARJEE et al., 2008). 

Jones e colaboradores (2016) relataram duas estirpes de Bradyrhizobium isoladas do 

solo de pastagem e de pousio que possuem a característica de vida livre, não são diazotróficas 

e tem o potencial de realizar muitas funções degradativas e transformadoras no solo. 

Algumas espécies de Bradyrhizobium são fotossintetizantes que colonizam raiz e 

nódulos de caule da leguminosa da espécie Aeschynomene indica (MOLOUBA et al., 1999; 

OKUBO et al., 2012). Assim como, Chaintreuil e colaboradores (2000) isolaram estirpes de 

Bradyrhizobium endofítica fotossintetizante na raiz de arroz (Oryza breviculata), uma planta 

representante da família Poaceae. 

Estirpes de Bradyrhizobium endofíticas foram isoladas de raiz, folhas e caule na 

superfície da batata-doce (Ipomoea batatas) (TERAKADO-TONOOKA et al., 2013) e em 

deformações como tumores na beterraba (Beta vulgaris) (RIVAS et al., 2004). 

 

3.4.2 Bradyrhizobium em Gramíneas (Poaceae) 

Em não leguminosas (família Poaceae), métodos independentes de cultivos, aplicando 

sequenciamento de bibliotecas de amplicons de gene nifH, têm sugerido que bactérias do 

gênero Bradyrhizobium fazem parte da comunidade diazotrófica associadas às famílias de 

milho (Zea mayz) (ROESCH et al., 2008) e sorgo (Sorghum bicolor) (COELHO et al., 2008). 

Bradyrhizobium spp. também foram isolados de raízes de arroz (Oryza sativa) por diferentes 

pesquisadores no Senegal e no Egito e experimentos de inoculação mostraram que estas 
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bactérias promovem o crescimento dessa planta (YANNI et al., 1997; CHAINTREUIL et al., 

2000). Para cana-de-açúcar (Saccharum spp.), grupos de pesquisa independentes usaram 

sequenciamento de bibliotecas de cDNA de gene nifH obtidos de raízes de cana no intuito de 

investigar grupos de bactérias associativas ativos em FBN (THAWEENUT et al., 2011; 

FISHER et al., 2012). Ambos os estudos encontraram filotipos de cDNA de nifH relacionados 

ao gênero Bradyrhizobium e Rhizobium indicando um papel para essas bactérias em FBN 

associativas em cana-de-açúcar. Com base nesses conhecimentos Rouws e colaboradores 

(2014) aplicaram estratégias diferentes de cultivo para isolar Bradyrhizobium de raízes de 

cana-de-açucar em Seropédica, RJ, Brasil. Este trabalho permitiu a obtenção de 109 isolados 

geneticamente diversos de Bradyrhizobium spp. Alguns dos quais apresentaram atividade de 

nitrogenase em condições in vitro, confirmando uma relevância potencial dessas bactérias no 

processo de FBN ou em promoção de crescimento em cana-de-açúcar. 

Matos et al. (2015) observaram que uma estirpe de Bradyrhizobium (P9-20) isolada de 

raízes de cana-de-açúcar da cultivar RB867515 do estudo de Rouws et al. (2014) tem 

potencial como promotora de crescimento vegetal, induzindo maiores taxas de crescimento 

radicular em mini-toletes de cana-de-açúcar. 

Bradyrhizobium spp. em associação com a cana-de-açúcar se encontram fora dos 

nódulos por motivo dessa planta não formar essas estruturas. Torna-se necessário avaliar a 

capacidade dessas bactérias de fixar nitrogênio fora dos nódulos, podendo ser avaliada através 

do ensaio da redução de acetileno (ROUWS et al., 2014). 

Os possíveis motivos que influenciam o isolamento de Bradyrhizobium spp. de cana-

de-açúcar são: um inóculo possuindo bactérias de crescimento rápido e de crescimento lento, 

haveria a inibição das bactérias de crescimento lento pelas bactérias de crescimento rápido 

quando isoladas (DAVIS et al., 2011); ou utilização de um meio de cultura adequado para a 

sobrevivência da espécie a ser isolada (BALDANI et al., 2014). 

 

3.5 Método para Avaliar a Densidade Microbiana nas Amostras 

A densidade é definida como o número de indivíduos de uma população por unidade 

de área ou de volume e abundância se refere ao número de indivíduos (TOKESHI, 1993; 

ODUM, 1988). 

E para estimar a quantidade de bactérias de uma amostra coletada em um ambiente 

onde os micro-organismos são encontrados de uma forma muito heterogênea, dificultando a 

contagem, como em amostras de solo ou na rizosfera de plantas (WOOMER, 1994) é 

utilizada a técnica de Número Mais Provável (NMP). 

O conceito dessa técnica iniciou com McCrady (1915) e para rizóbios tem como base 

a inoculação de uma leguminosa hospedeira específica (planta isca) com alíquotas de 

diluições seriadas de uma amostra (VINCENT, 1970; ANDRADE; HAMAKAWA, 1994; 

WOOMER, 1994), onde o crescimento dessas plantas ocorre em ambiente controlado. 

Existindo pelo menos uma única célula de rizóbio a planta será infectada e haverá formação 

de nódulos. A estimativa de células de rizóbios viáveis é feita através da proporção dessas 

plantas iscas que formaram nódulos (ANDRADE; HAMAKAWA, 1994). O resultado de 

número de plantas que apresentaram nodulação em cada nível (VINCENT, 1970; WOOMER, 

1994) são registrados e comparados em tabelas de modelos matemáticos desenvolvidos 

inicialmente por Halvorson e Ziegler (1933) e com contribuições de Cochran (1950) com 

procedimentos de estimativa de erros e limites de confiança. Estas tabelas apresentam as taxas 

de diluições e número de réplicas com seus respectivos valores estimados do número mais 

provável. Vincent (1970); Woomer e colaboradores (1990); Andrade e Hamakawa (1994); 

Woomer (1994) indicam fontes de várias tabelas de NMP que podem ser utilizadas de acordo 

com o experimento. 
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Como planta isca é indicado o feijão-caupi (Vigna unguiculata) por ser uma planta 

com perfil de nodulação promíscua formando nódulos na presença de uma grande diversidade 

de rizóbios, principalmente do gênero Bradyrhizobium (ZILLI et al., 2006, 2009), podendo 

ser cultivadas em vasos Leonard ou tubos de ensaio com solução agarizada inclinada 

(VINCENT, 1970) ou em recipientes de vidro contendo solução nutritiva (FLORENTINO; 

MOREIRA, 2009). 

 

3.6 Métodos Moleculares para Avaliar a Diversidade Microbiana 

O primeiro relato de observação de um micro-organismo vivo foi em 1673, pelo 

holandês Antonie van Leeuwenhoek com a utilização de lentes de aumento (TORTORA et al., 

2005). Van Leeuwenhoek além de observar, fazia anotações e desenhos desses organismos. 

Nesses desenhos, ele registrava as formas das bactérias, assim como seus movimentos, 

iniciando assim, a microbiologia e a caracterização de micro-organismos. 

Os micro-organismos eram classificados através de métodos convencionais que 

dependem do isolamento, do cultivo em meios apropriados e da caracterização estrutural, 

morfológica, tintorial, fisiológica, bioquímica e sorológica (VERMELHO et al., 2007). Esses 

métodos podem resultar em identificação errônea dos isolados (BARCELLOS; HUNGRIA, 

2010). 

As taxas de erros na classificação de bactérias com os métodos convencionais foram 

diminuindo através de análises filogenéticas que iniciaram entre as décadas de 1980 e 1990 

com utilização das técnicas de biologia molecular, iniciando com a PCR. 

A técnica PCR (polymerase chain reaction- reação em cadeia da polimerase) permite 

amplificar específicos fragmentos do genoma para a obtenção de várias cópias de determinada 

região do DNA. Com isso, a PCR se torna uma reação específica, amplificando uma 

sequência alvo de nucleotídeo mesmo em uma amostra com grande diversidade de sequências 

(REIS JUNIOR et al., 2002). A especificidade na amplificação da sequência de DNA de 

determinado micro-organismo é obtida através de oligonucleotídeos específicos conhecidos 

como primers (sequências iniciadoras) que complementam aquelas localizadas em locais de 

interesse do genoma (LOUREIRO, 1994). Com a ação da Taq DNA polimerase e em ciclos 

de desnaturação, anelamento e extensão, repetidos várias vezes em temperaturas adequadas, o 

fragmento alvo é amplificado de forma exponencial (SAIKI et al., 1985; REIS JUNIOR et al., 

2002). 

Essas técnicas de biologia molecular tornaram-se amplamente utilizadas para avaliar a 

diversidade genética dos micro-organismos encontrados no solo. Porém, as características 

culturais e morfológicas ainda possuem importância nos primeiros passos de identificação de 

novos taxa de micro-organismos (JESUS, 2005). 

 

3.6.1 Técnicas de fingerprint 

A caracterização de estirpes pode ser realizada por técnicas baseadas na determinação 

do perfil de DNA após a amplificação com primers relacionados a regiões repetitivas e 

conservadas do DNA, em geral no espaço intergênico, conhecidas conjuntamente por rep-

PCR (repetitive sequence based PCR. Sequência baseada em PCR) (VERSALOVIC et al., 

1991, 1994; MENNA et al., 2009b). Estas técnicas são REP (Repetitive Extragenic 

Palindromic) (STERN et al., 1984), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) 

(HULTON et al., 1991) e elementos BOX (MARTIN et al., 1992). A análise de BOX-PCR se 

destaca entre as outras em virtude de seus resultados apresentarem perfis com maior número 

de bandas e menor custo na análise, por requerer um único primer (MENNA et al., 2009b). 

Uma variação da PCR é a BOX PCR, que gera fingerprints (impressões digitais) 

facilitando a identificação de organismos e analisando as divergências genéticas entre elas 
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(CORDEIRO, 2011). BOX são sequências de DNA altamente conservadas e repetitivas 

intercaladas ao longo do genoma de um organismo, sendo constituído pelas subunidades BOX 

A, BOX B e BOX C (MARTIN et al., 1992). Essas subunidades aparecem intercaladas 

individualmente ou combinadas ao longo do genoma, gerando na PCR tamanhos 

diferenciados de DNA, criando assim a impressão digital do micro-organismo (KOEUTH et 

al., 1995). Segundo Liu e colaboradores (2005), a BOX PCR é uma poderosa ferramenta 

utilizada para avaliar a diversidade genômica em populações bacterianas, mas pode ser 

incapaz de diferenciar espécies estreitamente relacionadas. 

 

3.6.2 Análise filogenética 

Os métodos moleculares são amplamente utilizados nos estudos filogenéticos, 

seguindo como base as diferenças genéticas entre organismos indicadas através de sequências 

de nucleotídeos de DNA e RNA e sequências de aminoácidos de proteínas e determinadas por 

técnicas moleculares (PATWARDHAN et al., 2014). 

 

3.6.2.1 Estudo do operon ribossomal 

Muitos estudos fazem do gene 16S rRNA a molécula mais utilizada para traçar 

filogenia de bactérias (GARRITY; HOLT, 2001; WEISBURG et al., 1991; WOESE, 1987), 

sendo uma ótima ferramenta para separar bactérias de gêneros diferentes e entre espécies. O 

gene 16S rRNA possui regiões altamente conservadas que dificultam a separação de bactérias 

entre organismos com grau de parentesco elevado (EISEN, 1995; WILLEMS et al., 2003). 

Muito utilizado devido ao elevado grau de conservação das sequências, estar presente em 

todos os procariontes e existir um vasto banco de dados (EISEN, 1995). A variabilidade desse 

gene no gênero Bradyrhizobium é muito baixa, dificultando uma definição eficiente de 

espécies (BARCELLOS; HUNGRIA, 2010; DELAMUTA et al., 2012; RIVAS et al., 2009a). 

Para detectar essa alta diversidade no gênero Bradyrhizobium é utilizada a região ITS 

(intergenic transcribed spacer-espaçador interno transcrito) que se localiza entre os genes 16S 

e 23S rRNA (DELAMUTA et al., 2012). De acordo com Cardinale e colaboradores (2004), 

sua utilização é adequada para avaliar a estrutura das comunidades microbianas no ambiente. 

Apresenta grande variação no comprimento e na sequência, mesmo entre estirpes (WILLEMS 

et al., 2003). Existem isolados de Bradyrhizobium que possuem múltiplos operons de RNA 

ribossômico que contém regiões espaçadoras intergênicas com grande variabilidade de 

tamanho e sequência, o que pode dificultar as análises filogenéticas (RIVAS et al., 2009a). 

 

3.6.2.2 Genes housekeeping 

Os genes housekeeping desempenham funções básicas e altamente conservadas e, por 

isso, são indicados nos estudos filogenéticos para diferenciar estirpes com elevado grau de 

similaridade que não podem ser detectadas utilizando os operons ribossomais 

(CHRISTENSEN et al., 2004; RIVAS et al., 2009a). 

O gene housekeeping recA é um gene que tem papel fundamental na manutenção do 

DNA (BIANCO; KOWALCZYKOWSKI, 1998), possuindo regiões conservadas 

evolutivamente e variáveis, indicando ser adequado para separação de organismos com grau 

de evolução muito próximo (EISEN, 1995), como no gênero Bradyrhizobium que possui 

elevada diversidade genética entre suas estirpes (MENNA et al., 2009a). Além da utilização 

do gene recA, outros genes housekeeping (atpD, dnaK, glnII, gyrB e rpoB) são 

frequentemente utilizados no estudo de isolados do gênero Bradyrhizobium (RIVAS et al., 

2009a). 
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3.6.2.3 Genes simbióticos 

Segundo Aoki e colaboradores (2013), os genes simbióticos são os genes responsáveis 

pela nodulação (genes nod) e os genes relacionados à fixação de nitrogênio (genes nif, fix e 

fdx). Nas espécies de Rhizobium e Sinorhizobium os genes simbióticos são encontrados em 

plasmídeos simbióticos (pSym). Em algumas espécies de Bradyrhizobium e Mesorhizobium 

estes genes se localizam em regiões específicas no cromossomo (KANEKO et al., 2000). Os 

genes simbióticos são amplamente utilizados para estudar a diversidade simbiótica, a 

fisiologia, a especificidade de hospedeiros e a ecologia de micro-organismos fixadores de 

nitrogênio (LI et al., 2011). 

 

3.6.2.3.1 Gene nifH 

O gene nifH codifica a enzima dinitrogenase redutase que está envolvida na fixação de 

N, sendo utilizado como base para identificar micro-organismos diazotróficos (OHKUMA et 

al., 1999; RIVAS et al., 2009b). Zehr e colaboradores. (2003) relataram a presença do gene 

nifH em micro-organismos localizados nos mais diversos ambientes como lagos, rios, mares 

abertos, estuários, estromatólitos, charco, solo de floresta, em copépodes marinhos e 

invertebrados, como no intestino de cupins (isópteros). 

Este gene é muito utilizado em estudos relacionados ao gênero Bradyrhizobium 

(LAGUERRE et al., 2001; ANDO et al., 2005; ORMEÑO-ORRILLO et al., 2006; 

BURBANO et al., 2011; LI et al., 2011; MENNA; HUNGRIA, 2011; FISCHER et al., 2012). 

 

3.6.2.3.2 Gene nodC 

Os genes nod codificam enzimas envolvidas na síntese do fator Nod, envolvidas na 

sinalização entre plantas e rizóbios durante a formação de nódulo e infecção através do cordão 

de infecção (FISHER; LONG, 1992; PERRET et al., 2000). 

O gene nodC participa da primeira etapa na montagem do fator Nod, codificando a 

enzima N-acetilglucosamina transferase (GEREMIA et al., 1994). Este gene é utilizado em 

estudos relacionados ao gênero Bradyrhizobium (LAGUERRE et al., 2001; SARITA et al., 

2005; LI et al., 2011; MENNA; HUNGRIA, 2011). 

 



14 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Localização da Área de Coleta 

A área onde foi realizada a coleta das cultivares de cana-de-açúcar RB867515 e 

IACSP95-5000 pertence ao campo experimental (terraço) da Embrapa Agrobiologia (Figura 

2), no município de Seropédica, no Estado do Rio de Janeiro. O clima local é do tipo Aw de 

acordo com a classificação de Köppen-Geiger (PEEL et al., 2007), com verões chuvosos e 

invernos secos, temperatura média anual de 24 °C e precipitação média anual de 1.250 mm 

(ALVES et al., 2010). 

 

 

Figura 2. Localização do Terraço. Local de coleta destacado. Fonte: Google maps (2017). 

 

A área de coleta com coordenadas S 22°44’53.8’’ e O 43°40’15.4’’, foi plantada em 

12/09/2014 e possui 4 blocos com 8 cultivares diferentes de cana-de-açúcar (Figura 3). O 

comprimento da parcela é de 6 m e o espaçamento entre as linhas é de 1 m. 
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Figura 3. Croqui da área de coleta. Fonte: Próprio autor. 

 

As cultivares escolhidas foram RB867515 e IACSP95-5000. As duas cultivares são 

amplamente utilizadas na agricultura brasileira por apresentarem alto nível produtivo. A 

primeira cultivar é considerada responsiva à inoculação bacteriana e foi utilizada em estudo 

prévio descrevendo a presença de bactérias do gênero Bradyrhizobium nas suas raízes 

(ROUWS et al., 2014). A segunda cultivar é proveniente do Instituto Agronômico de 

Campinas (IAC) e é amplamente usada na agricultura paulista. 

 

4.2 Coleta de Raízes e Rizosfera 

Amostras de raízes não lignificadas ou em início de processo de lignificação (pouco 

lignificadas) foram coletadas de duas cultivares de cana-de-açúcar cinco meses após o último 

corte, portanto, tratando-se de plantas em fase de rebrotamento com sistema radicular recém-

formado. Raízes adequadas com solo de rizosfera aderente foram selecionadas in loco e 

acondicionadas em tubos Falcon estéreis. Em cada coleta amostras de raízes foram coletadas 

de até três plantas para cada cultivar em um único bloco. O bloco I foi coletado em 08/04/16 e 

a temperatura no dia de coleta foi 21ºC; o bloco II foi coletado em 15/04/16 à temperatura de 

22ºC e o bloco III coletado em 22/04/16 à temperatura de 24 ºC. As amostras de raízes foram 

levadas ao laboratório para procedimentos posteriores. 
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4.3 Obtenção de Diluições Seriadas de Extratos de Rizosfera e Endosfera 

A obtenção de amostras de rizosfera e de endosfera das raízes de cana-de-açúcar 

seguiu o protocolo de Barillot e colaboradores (2013) com algumas modificações. No 

laboratório removeu-se manualmente, usando luvas de látex, o excesso de solo das raízes não 

ou pouco lignificadas previamente selecionadas. Em seguida, para cada amostra, foi pesado 1 

g de raízes e foram acondicionadas em tubos falcon de 50 mL estéreis contendo 5 mL de 

solução salina (0,7%) e Tween 20 (0,01%) (adaptado de BARILLOT et al., 2013; SACHS et 

al., 2009). As amostras foram incubadas sob agitação por 15 minutos em vórtex na velocidade 

de 4 RPM. Em seguida, as raízes foram retiradas do tubo e o líquido foi usado como amostra 

de rizosfera. 

As raízes foram rinsadas com solução salina (0,7%) estéril, desinfestadas com água 

sanitária comercial contendo 2,5 % de hipoclorito de sódio durante 5 minutos e, em seguida, 

lavadas 10 vezes com água estéril. Na última etapa de lavagem foram retirados 100 µL de 

água e aplicados em placas de petri contendo o meio YMA (Yeast Mannitol Agar) 

(VINCENT, 1970). Essas placas foram incubadas a 28 ºC por 7 dias para verificar a ausência 

de micro-organismos e assim, a eficiência do processo de desinfestação. 

As raízes foram transferidas para um gral (almofariz) estéril e cortadas em pequenos 

pedaços para facilitar a maceração, com auxílio de tesoura flambada. Foram adicionados 

gradativamente 4 mL de solução salina (0,7%) no gral e as amostras foram macerados com 

ajuda de pistilos. O produto da maceração (4 mL de solução + 1 g de raiz) totalizando 5 mL 

foi transferido com auxílio de pipeta para um tubo Falcon (15 mL) estéril, sendo esta 

suspensão considerada como amostra de endosfera. 

A partir das amostras de rizosfera e de endosfera obtidas (nível de diluição 5
-1

), 1 mL 

foi transferido para um novo tubo Falcon (15 mL) contendo 4 mL de solução salina (0,7%) e a 

mistura foi homogeneizada em vórtex, gerando-se a diluição de nível 5
-2

. Repetidas diluições 

seriadas foram realizadas seguindo esse procedimento até chegar ao nível de diluição 5
-6

. 

 

4.4 Inoculação de Extratos de Rizosfera e Endosfera na Planta Isca Feijão-caupi 

Para avaliar a densidade bacteriana cultivável nos extratos de rizosfera e endosfera, foi 

aplicada a técnica de NMP, utilizando Vigna unguiculata (feijão-caupi) como planta isca 

crescida em tubos de ensaio contendo solução agarizada (1%) (VINCENT, 1970). 

Como em cada bloco foram coletadas amostras de raízes de cana-de-açúcar de ambas 

as cultivares, foram obtidas quatro amostras por bloco. Cada amostra foi diluída seriadamente 

seis vezes e foram utilizadas três repetições nas inoculações. Com isso, em cada bloco foram 

necessárias 72 plantas iscas para inoculação com as amostras. Totalizando 216 plantas iscas 

para a inoculação com as amostras, mais 3 plantas como controle positivo (somente no 

primeiro bloco) e 9 plantas como controle negativo (3 plantas por cada bloco), totalizando 228 

plantas iscas. 

Os tubos de ensaio de 20 cm de comprimento contendo 60 mL de solução de Norris 

(modificada para vaso Leonard, livre de nitrogênio) (NORRIS; DATE, 1976) e 0,60 g de ágar 

foram autoclavados. Após o término do processo de autoclave foram imediatamente agitados 

manualmente para homogeneização do ágar com a solução e foram posicionados de forma 

inclinada para solidificarem da maneira correta. 

As sementes homogêneas foram visualmente selecionadas, colocadas em um frasco 

tipo Erlenmeyer e lavadas em etanol 70 % durante 1 minuto sob agitação manual. Em 

seguida, as sementes foram superficialmente esterilizadas utilizando-se água sanitária 

comercial contendo 2,5 % de hipoclorito de sódio por 3 minutos. Após 10 lavagens com água 

estéril, as sementes foram transferidas para papel filtro estéril para secarem. E foram 

transferidas para placas de Petri contendo meio ágar-água (1%) e as placas foram embaladas e 
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foram incubadas à 28 ºC. Após 2 a 3 dias de incubação, plântulas sem sinais de contaminação 

e com radícula de 2-3 cm foram selecionadas para serem transferidas para os tubos. 

Com auxílio de pinça flambada o ágar na região superior do meio inclinado foi 

suavemente separado criando uma abertura para a inserção da radícula das plântulas. Cada 

tubo recebeu uma plântula e foi tampado com um saquinho plástico estéril (20 cm x 11,5 cm) 

para evitar a contaminação e ao mesmo tempo permitir uma troca gasosa eficiente. A metade 

inferior dos tubos foi envolvida em papel de alumínio para bloquear a entrada de luz ao 

sistema radicular das plantas. 

Os tubos foram colocados em câmara de crescimento com luz proveniente de LEDs 

emitindo luz vermelha, azul e branca com fotoperíodo de 12 horas diárias com temperatura de 

aproximadamente 28 °C. 

As inoculações foram realizadas por bloco, seguindo a data de coleta de raízes e 

preparo das amostras, tal como foi seguida a relação de plantas iscas a serem inoculadas 

(Tabelas 1, 2 e 3). Para cada nível de diluição das amostras de cada cultivar foram inoculadas 

03 plântulas de feijão-caupi com 01 mL do conteúdo para cada uma (VINCENT, 1970). 

 

Tabela 1. Relação das plantas de feijão-caupi inoculadas com amostras de endosfera e 

rizosfera seriadamente diluídas de duas cultivares de cana-de-açúcar no bloco I, onde: R1, R2 

e R3 são as repetições e os números são as identificações das plantas inoculadas 

Sem Diluição (SD) se refere às plantas inoculadas com controles (+) e (-). 

 

Tabela 2. Relação das plantas de feijão-caupi inoculadas com amostras de endosfera e 

rizosfera seriadamente diluídas de duas cultivares de cana-de-açúcar no bloco II, onde: R1, R2 

e R3 são as repetições e os números são as identificações das plantas inoculadas 

Sem Diluição (SD) se refere às plantas inoculadas com controle (-). 

Bloco I RB867515 IACSP95-5000 Controle (+) Controle (-) 

Rizosfera Endosfera Rizosfera Endosfera 

Nível de 

Diluição 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 

S D - - - - - - - - - - - - 25 51 77 26 52 78 

5
-1

 1 27 53 13 39 65 7 33 59 19 45 71 - - - - - - 

5
-2

 2 28 54 14 40 66 8 34 60 20 46 72 - - - - - - 

5
-3

 3 29 55 15 41 67 9 35 61 21 47 73 - - - - - - 

5
-4

 4 30 56 16 42 68 10 36 62 22 48 74 - - - - - - 

5
-5

 5 31 57 17 43 69 11 37 63 23 49 75 - - - - - - 

5
-6

 6 32 58 18 44 70 12 38 64 24 50 76 - - - - - - 

Bloco II RB867515 IACSP95-5000 Controle (-) 

Rizosfera Endosfera Rizosfera Endosfera 

Nível de Diluição R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 

SD - - - - - - - - - - - - 103 128 153 

5
-1

 79 104 129 85 110 135 91 116 141 97 122 147 - - - 

5
-2

 80 105 130 86 111 136 92 117 142 98 123 148 - - - 

5
-3

 81 106 131 87 112 137 93 118 143 99 124 149 - - - 

5
-4

 82 107 132 88 113 138 94 119 144 100 125 150 - - - 

5
-5

 83 108 133 89 114 139 95 120 145 101 126 151 - - - 

5
-6

 84 109 134 90 115 140 96 121 146 102 127 152 - - - 
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Tabela 3. Relação das plantas de feijão-caupi inoculadas com amostras de endosfera e 

rizosfera seriadamente diluídas de duas cultivares de cana-de-açúcar no bloco III, onde: R1, 

R2 e R3 são as repetições e os números são as identificações das plantas inoculadas 

Sem Diluição (SD) se refere às plantas inoculadas com controle (-). 

Para controle positivo foi utilizado a estirpe BR3262 de Bradyrhizobium. As colônias 

foram retiradas direto da placa de petri e transferidas para o tubo falcon contendo 5 mL de 

solução salina (0,7%). Este foi colocado no vórtex até homogeneizar seu conteúdo e foi 

inoculado como acima, 1 mL para cada plântula, sendo três plântulas no total. Os controles 

negativos foram inoculados da mesma forma, utilizando apenas solução salina. Após a 

inoculação, as plântulas foram levadas para a câmara de crescimento. 

 

4.5 Coleta dos Nódulos e Isolamento 

Aos 26 dias após a inoculação das plantas de feijão-caupi, a ocorrência de nódulos 

radiculares nas plantas foi avaliada. O número de plantas que nodularam foi registrado. 

Quando possível, os números de plantas noduladas nas diferentes diluições de inóculo para 

cada tratamento foram comparados com tabela McCrady (WOOMER, 1994) para estimar a 

quantidade de rizóbios nas amostras. 

Os nódulos foram coletados das plantas e acondicionados em microtubos. Para o 

isolamento das bactérias foram separados cerca de 3 nódulos de 20 plantas por bloco. Os 

nódulos foram lavados em etanol 70% por 30 segundos. Em seguida a superfície do nódulo 

foi desinfestada com água sanitária comecial contendo 2,5% de hipoclorito de sódio, por 3 

minutos. Após 10 lavagens com água estéril por 30 segundos a eficiência na desinfestação 

pelo plaqueamento de uma amostra da água da última etapa de lavagem, como descrito no 

item 4.3 para raízes de cana-de-açúcar. 

Em seguida, os nódulos foram individualmente macerados com auxílio de pinça sobre 

placa de YMA e o macerado foi repicado com a ajuda de uma alça de platina. Todas as placas 

foram embaladas e incubadas à 28°C. 

As bactérias foram repicadas até a obtenção de colônias isoladas e foram 

caracterizadas a nível morfocultural, observando velocidade de crescimento (rápido ou lento), 

pH do meio (ácido, neutro ou alcalino), cor da colônia, transparência da colônia (opaca, 

translúcida ou transparente) e tamanho médio das colônias (VINCENT, 1970; ODEE et al., 

1997; MOREIRA; PEREIRA, 2001; JESUS et al., 2005). 

Os isolados foram nomeados com as duas primeiras letras do nome da cultivar em 

maiúscula, a primeira letra do compartimento (endosfera ou rizosfera) em maiúscula, o 

número da planta de feijão caupi que deu origem ao nódulo e a letra em minúscula 

correspondente ao nódulo utilizado no isolamento (a, b ou c). Como exemplo, o isolado 

RBR1b tem origem do cultivar RB867515, de uma amostra de Rizosfera da planta (feijão-

caupi) identificada como número 1 e isolado do nódulo identificado como b. 

Bloco III RB867515 IACSP95-5000 Controle (-) 

Rizosfera Endosfera Rizosfera Endosfera 

Nível de 

Diluição 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 

SD - - - - - - - - - - - - 178 203 228 

5
-1

 154 179 204 160 185 210 166 191 216 172 197 222 - - - 

5
-2

 155 180 205 161 186 211 167 192 217 173 198 223 - - - 

5
-3

 156 181 206 162 187 212 168 193 218 174 199 224 - - - 

5
-4

 157 182 207 163 188 213 169 194 219 175 200 225 - - - 

5
-5

 158 183 208 164 189 214 170 195 220 176 201 226 - - - 

5
-6

 159 184 209 165 190 215 171 196 221 177 202 227 - - - 
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Após a obtenção de culturas puras, os isolados foram estocados em microtubos de 2 

mL contendo 1 mL de meio YM com glicerol (25%) e armazenados a -70º C em superfreezer. 

O procedimento de estocagem consistiu em retirar diretamente da placa, colônias isoladas 

com o auxílio da alça de platina e inserir no microtubo contendo o meio para estoque. Foi 

feito duplicata para cada isolado e os microtubos foram devidamente identificados e levados 

ao vórtex para homogeneização de seu conteúdo e posterior armazenagem em superfreezer. O 

restante da massa bacteriana na placa foi ressuspendido em água ultrapura estéril conforme 

descrito em seguir no item 4.6.1 e foi utilizado para extração de DNA. 

 

4.6 Caracterização Genética 

4.6.1 Extração de DNA 

Em cada placa foi adicionado10 mL de água ultrapura estéril. Com auxílio da alça de 

platina as colônias foram mecânicamente liberadas do meio contido e com auxílio de ponteira 

e pipeta de 1000 µL foi homogeneizado o conteúdo da placa e pipetado 2 mL para microtubos 

de 2 mL. Esses tubos foram centrifugados por 10 minutos a 16,1 rcf. Ao término da 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e os microtubos armazenados a -20ºC. A 

extração de DNA foi realizada seguindo o protocolo do kit de extração Wizard Genomic DNA 

Purification Kit (PROMEGA). Para evitar degradação das amostras de DNA extraídas devido 

sucessivos descongelamentos, estas foram separadas em alíquotas e armazenadas em freezer a 

-20°C. 

 

4.6.2 Eletroforese em gel e fotodocumentação 

O DNA extraído foi analisado por meio de eletroforese em gel de agarose (0,8%) 

preparado com tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE 1X). Nos poços dos géis foram aplicados 

uma mistura de 2 µL de tampão tipo loading (2x) (concentração inicial 10x. Invitrogen, 

Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA) e 2 µL de DNA extraído. Para estimar a 

quantidade o marcador molecular 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen, Thermo Fisher, 

Waltham, Massachusetts, USA) foi usado. Eletroforese ocorreu a 80 V durante 100 minutos. 

Após a eletroforese, os géis foram imersos em solução de Brometo de etídeo (0,5 µL.mL
-1

) 

por 10 segundos e imediatamente foram transferidos para um recipiente contendo água 

destilada e ficaram em agitação durante 30 minutos para a retirada do excesso de brometo de 

etídeo nos géis. Em seguida, os géis foram transportados para o fotodocumentador Kodak 

Logic 100 (Kodak®) para visualização em luz ultravioleta e para captura da imagem. 

Este mesmo procedimento foi utilizado nos produtos de PCR com algumas 

modificações: 

Para a visualização dos produtos de BOX PCR foi utilizado gel de agarose (2%) em 

tampão TAE 1X. Em cada poço do gel foi aplicado 10 µL de produto do BOX PCR, 10 µL do 

controle negativo (somente o mix) e 4 µL do marcador 1 kb plus DNA ladder. A eletroforese 

ocorreu a 70 V durante 360 minutos. Ao descorar os géis, utilizaram-se três lavagens de 30 

minutos. 

Nos produtos de PCR dos genes recA, região ITS, nodC e nifH, foi utilizado gel de 

agarose (2%) em tampão TAE 1X. Em cada poço do gel foi aplicado uma mistura de 2 µL de 

loading (2x) e 2 µL de produto de PCR (o mesmo para o controle negativo) e uma mistura de 

1 µL de loading (2x) e 2 µL do marcador low mass. A eletroforese ocorreu a 90 V durante 90 

minutos. 
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4.6.3 PCR 

Todas as reações de PCR foram preparadas utilizando o DNA extraído dos isolados 

obtidos. Os detalhes dos reagentes utilizados na preparação do mix para as reações da PCR e 

as condições de amplificação dos genes estão descritas na Tabela 4. As reações de PCR foram 

preparadas utilizando o kit GoTaq® Flexi DNA Polymerase (PROMEGA) e conduzidas em 

termociclador Mastercycler® gradiente (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). As imagens de 

BOX PCR foram analisadas no programa Bionumerics versão 7.5 (Applied Maths, Bélgica). 

 

4.6.4 Sequenciamento de DNA 

Para o sequenciamento os produtos da PCR foram submetidos à purificação 

enzimática por tratamento com as enzimas Exonuclease I e Fast AP (ambas da Thermo 

Fisher) para remoção de dNTPs e primers da PCR. Em seguida foi feita a reação de marcação 

com o kit Big Dye
TM

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 3.1 v (Applied Biosystems-

ABI). Os primers específicos de cada reação de amplificação dos genes na PCR foram 

utilizados separadamente em reações individuais de marcação. O programa da reação de 

sequenciamento foi: 95º C por 1 minuto; 40 ciclos de 96º C por 15 segundos, 50º C por 15 

segundos e 60º C por 4 minutos. Ao término dessa reação o DNA foi precipitado 

adicionando-se 1 µL de uma solução de Acetato de Sódio (3M), 1 µL de EDTA (125mM) e 

25 µL de Etanol 100%. Após a precipitação durante uma hora a temperatura ambiente no 

escuro, as amostras foram centrifugadas a 4000 RPM por 30 minutos. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado pela adição de 25 µL de etanol (70%). 

Após a centrifugação por 15 min, o etanol foi descartado e os precipitados foram secos ao ar 

em temperatura ambiente no escuro e então ressuspendidos em Hi-di formamida para injeção 

no sequenciador ABI 3500 (Thermo Fisher). As sequências foram analisadas manualmente 

com a ajuda do software BioNumerics 7.5 (Applied Maths, Bélgica) e aquelas que obtiveram 

baixa qualidade foram removidas. 

 

4.6.5 Análise das sequências dos genes 

As sequências de todos os genes foram verificadas com análises de BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al., 

1997). Alinhamento e análise filogenética foram conduzidos usando o software MEGA 6 

(TAMURA et al., 2013). Alinhamentos de sequências foram gerados usando a ferramenta 

Muscle (EDGAR, 2004) no MEGA 6. Utilizando o software MEGA 6, as sequências dos 

isolados obtidos utilizados como representantes foram alinhadas com a sequência de genes de 

estirpes tipo de todas as espécies descritas do gênero Bradyrhizobium e com sequências de 

isolados desse mesmo gênero obtidos da inoculação de extrato de raízes de cana-de-açúcar em 

feijão-caupi por Rouws e colaboradores (2014) e sequências desses isolados citados 

anteriormente utilizados no estudo de Matos (2017) (Tabela em Anexo A). Em seguida, as 

sequências alinhadas foram editadas manualmente no mesmo tamanho, tendo o 

dimensionamento de 386 nucleotídeos (nt) nas sequências de gene recA e 441 nt nas 

sequências de nodC. As sequências de ITS não foram editadas como as anteriores, sendo 

utilizado a opção “complete deletion” no MEGA 6. As árvores filogenéticas foram calculadas 

usando o método de construção maximum-likelihood (ML) (FELSENSTEIN, 1985). O 

modelo mais adequado para o cálculo das árvores filogenéticas foi determinado para o 

alinhamento das sequências usando a ferramenta de seleção modelo integrado do MEGA 6. A 

confiabilidade da topologia das árvores filogenéticas foi avaliada utilizando o método de 

bootstrap com 1000 pseudoreplicatas (FELSENSTEIN, 1985). 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabela 4. Sequência dos primers utilizados nas amplificações das regiões recA, ITS, nodC e nifH, otimização da condição da PCR e volume 

final da reação de 50 μL para cada amostra e reação final de 25 μL em cada amostra na BOX PCR (continua) 

Região Condições de PCR 
Para 50 µL (PCR) e 25 µL (BOX PCR) de reação 

foram utilizados 

ITS
*
 

Desnaturação inicial de 95º C durante 3 minutos, 30 

ciclos de (desnaturação de 95º C durante 1 minuto, 

anelamento de 57º C durante 1 minuto e extensão de 

72º C durante 2 minutos), extensão final de 72º C 

durante 7 minutos. Primers: ITSF (5’-

GTCTAACAAGGTAGCCGTA-3’), ITSReub (5’-

GCCAGGCATCCACC-3’). 

Água de PCR 32,2 µL; 

Buffer sem cor (estoque 5 x) 1 x; 

MgCl2 (estoque 25 mM) 1,50 mM; 

dNTP (estoque 10 mM) 0,20 mM; 

ITSF (estoque 10 µM) 0,25 µM; 

ITSReub (estoque 10 µM) 0,25 µM; 

Taq DNA polimerase (estoque 500 U) 1,50 U. 

Template 1 (49µL de Mix + 1µL de DNA genômico) 

nifH
**

 

1. 95°C 5 minutos; 2. 95°C 1 minuto; 3. 72°C 2 

minutos, -0,5º C por ciclo; 4. 72°C 2 minutos; 5. Vá 

para o passo 2, 30X; 6. 95°C 1 minuto; 7. 57°C 2 

minutos; 8. 72°C 2 minutos; 9. Vá para o passo 6, 5X; 

10. 72°C 10 minutos. Primers: nifHF (5’-

ACGGNAARGGSGGNATCGGCAA-3’) e nifHI (5’-

AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA-3’). 

Água de PCR 29,25 µL; 

Buffer sem cor (estoque 5 x) 1 x; 

MgCl2 (estoque 25 mM) 1,50 mM; 

dNTP (estoque 10 mM) 0,25 mM; 

nifHF (estoque 10 µM) 0,50 µM; 

nifHI (estoque 10 µM) 0,50 µM; 

Taq DNA polimerase (estoque 500 U) 2,50 U. 

Template 1 (49µL de Mix + 1µL de DNA genômico) 

recA
***

 

Desnaturação inicial de 95º C durante 2 minutos, 35 

ciclos de (desnaturação de 95º C durante 45 segundos, 

anelamento de 58°C durante 30 segundos e extensão 

de 72º C durante 1,5 minutos), extensão final de 72º C 

durante 7 minutos. Primers: recA 41F (5’-

TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG-3’) e recA 640R 

(5’-ACATSACRCCGATCTTCATGC-3’). 

Água de PCR 31,95 µL; 

Buffer sem cor (estoque 5 x) 1 x; 

MgCl2 (estoque 25 mM) 1,50 mM; 

dNTP (estoque 10 mM) 0,25 mM; 

recA 41F (estoque 10 µM) 0,25 µM; 

recA 640R (estoque 10 µM) 0,25 µM; 

Taq DNA polimerase (estoque 500 U) 1,50 U. 

Template 1 (49µL de Mix + 1µL de DNA genômico) 

nodC
****

 

Desnaturação inicial de 95º C durante 5 minutos, 35 

ciclos de (desnaturação de 95º C durante 1 minuto, 

anelamento de 60º C durante 2 minutos e extensão de 

72º C durante 2 minutos), extensão final de 72º C 

durante 5 minutos. Primers: nodC 540F (5’-

TGATYGAYATGGARTAYTGGCT-3’) e nodC 

1160R (5’-GYGACARCCARTCGCTRTTG-3’). 

Água de PCR 25,75 µL; 

Buffer sem cor (estoque 5 x) 1 x; 

MgCl2 (estoque 25 mM) 1,75 mM; 

dNTP (estoque 10 mM) 0,25 mM; 

nodC 540F (estoque 10 µM) 0,80 µM; 

nodC 1160R (estoque 10 µM) 0,80 µM; 

Taq DNA polimerase (estoque 500 U) 2,50 U. 

Template 1 (49µL de Mix + 1µL de DNA genômico) 
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Tabela 4. (continuação) 

nodC 1ª 

alteração 

Desnaturação inicial de 95ºC durante 5 minutos, 35 

ciclos de (desnaturação de 95º C durante 1 minuto, 

anelamento de 50 ºC durante 2 minutos e extensão de 

72º C durante 2 minutos), extensão final de 72º C 

durante 5 minutos. Primers: nodC 540F e nodC 

1160R. 

Água de PCR 24,75 µL; 

Buffer sem cor (estoque 5 x) 1 x; 

MgCl2 (estoque 25 mM) 1,75 mM; 

dNTP (estoque 10 mM) 0,25 mM; 

nodC 540F (estoque 10 µM) 0,80 µM; 

nodC 1160R (estoque 10 µM) 0,80 µM; 

Taq DNA polimerase (estoque 500 U) 2,50 U. 

Template 2 (48µL de Mix + 2µL de DNA genômico) 

nodC 2ª 

alteração 

Desnaturação inicial de 95º C durante 5 minutos, 35 

ciclos de (desnaturação de 95º C durante 1 minuto, 

anelamento de 50º C durante 2 minutos e extensão de 

72º C durante 2 minutos), extensão final de 72º C 

durante 5 minutos. Primers: nodC 540F e nodC 

1160R. 

Água de PCR 20,25 µL; 

Buffer sem cor (estoque 5 x) 1 x; 

MgCl2 (estoque 25 mM) 3,00 mM; 

dNTP (estoque 10 mM) 0,25 mM; 

nodC 540F (estoque 10 µM) 0,80 µM; 

nodC 1160R (estoque 10 µM) 0,80 µM; 

Taq DNA polimerase (estoque 500 U) 2,50 U. 

Template 4 (46µL de Mix + 4µL de DNA genômico) 

BOX 

PCR***** 

Desnaturação inicial de 95ºC durante 5 minutos, 30 

ciclos de (desnaturação de 94ºC durante 1 minuto, 

anelamento de 53ºC durante 1 minuto e extensão de 

65ºC durante 8 minutos), extensão final de 65ºC 

durante 16 minutos. Primer: Box A1R (5’-

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’). 

Água de PCR 12,50µl; 

Buffer com cor (estoque 5x) 1x; 

MgCl2 (estoque 25 mM) 3,00 mM; 

dNTP (estoque 10 mM) 0,30mM; 

BOX A1R (estoque 10µM) 1,0µM; 

Taq DNA polimerase (estoque 500 U) 1,25 U. 

Template 1 (24µLde Mix + 1µL de DNA genômico) 

* CARDINALE et al., 2004. 

** LAGUERRE et al., 2001. 

*** VINUESA et al., 2005. 

**** SARITA et. al., 2005. 

***** VERSALOVIC et al., 1994; KOEUTH et al., 1995 
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4.7 Ensaio de Redução de Acetileno 

Para esse ensaio foram utilizados onze isolados, controle negativo (sem inoculação de 

bactéria) e Burkholderia tropica (Bt - BR11366 = Ppe8
T
) como controle positivo (REIS et al., 

2004), totalizando 13 tratamentos, com três repetições para cada tratamento e com injeção de 

acetileno e sem injeção de acetileno, totalizando 78 frascos. Os isolados, foram escolhidos 

aleatoriamente  

O ensaio seguiu a metodologia (REIS et al., 2004 modificada por ROUWS et al., 

2014) com algumas modificações. Foi utilizado para cultivo dos isolados o meio semi-sólido 

JMV (REIS et al., 2004 modificada por ROUWS et al., 2014) contendo para 1 L de solução: 5 

g de Manitol, 6 mL de K2HPO4 10 %, 18 mL de KH2PO4 10%, 2 mL de MgSO4. 7H2O 10%, 

1 mL de NaCl 10 %, 2 mL de CaCl2. 2H2O 1%, 4 mL de FeEDTA 1,64 %, 2 mL de solução 

de micronutrientes para meio de cultura, 1 mL de vitaminas para meio de cultura, 0,4 g de 

extrato de levedura por litro e 1,6 g de ágar por litro. O pH deve ser de 6,5. Foram aliquotados 

10 mL do meio JMV modificado em cada frasco de soro de 25 mL, foram tampados com 

algodão e autoclavados. 

Os isolados foram cultivados em placas de petri contendo meio YMA e o controle 

positivo foi cultivado em placa de petri contendo meio TY (DÖBEREINER et al., 1999). 

Para cada isolado e para o controle positivo foi feita uma suspensão em 1 mL de água 

estéril em microtubos e 20 µL da suspensão foi liberada no frasco. 

Em seguida, os frascos foram transportados para câmara de incubação para que os 

isolados fossem incubados à temperatura de 30 ºC no escuro por cinco dias. No quinto dia as 

rolhas de algodão foram trocadas por tampas de borracha e em seguida foi injetado acetileno 

no interior dos frascos. 

A injeção de gás acetileno foi feita em lugar aberto da seguinte maneira: 10 % do 

espaço ocupado por ar no interior do frasco devem ser retirados com seringa e agulha. Como 

foram preparados 10 mL de meio em um frasco de 25 mL, 10 % do ar ocupado foram 1,5 mL 

de ar. Esse mesmo valor deve ser reposto com gás de acetileno com auxílio também de 

seringa. Nessa etapa e na etapa de medição de acetileno é importante ter o cuidado de não 

abrir as tampas de borracha dos frascos para que não haja perda do gás injetado e não haver 

contaminações. Após 1,5 mL de acetileno ser injetado em cada frasco do tratamento com 

acetileno os frascos foram transportados para câmara de incubação para serem mantidos a 30 

ºC no escuro até o próximo dia para a medição de etileno convertido. 

Passadas 15 horas de incubação após a injeção de acetileno, os frascos foram 

transportados para a sala de cromatografia gasosa e foram retirados 0,5 mL de fase gasosa no 

interior de cada frasco com auxílio de seringa de insulina e agulha (28 mm X 05 mm) 

acoplada e foi injetado no cromatógrafo gasoso para avaliar a presença de etileno. Para cada 

tratamento foram utilizadas seringas e agulhas novas. O equipamento utilizado foi um 

cromatógrafo gasoso modelo Perkin Elmer, coluna cromatográfica Porapack Q de 1 m, 

temperatura da corrida (forno) de 90º C, temperatura do injetor de 100º C, detector Flame 

Ionization Detector (Ionização de Chama), temperatura do detector de 50 ºC, limite mínimo 

de detecção para etileno de 5 mV, limite mínimo de quantificação de 15 mV, septo de 

borracha e tempo para estabilização da linha de base de 30 a 40 minutos. 

Em cada medição foi apresentado um gráfico indicando a presença de etileno, assim 

como de acetileno, onde o valor da área do gráfico de etileno para cada amostra foi registrado 

em mV. A atividade da nitrogenase foi estimada por comparação desses picos a uma curva 

padrão, com o valor dado em nmol de etileno produzido por frasco (ou nmol/15 mL, devido o 

volume de 15 mL ocupado pelo gás em cada frasco) durante o período de incubação de 15 

horas. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Densidade de Rizóbios nas Amostras 

Plântulas de feijão-caupi, utilizadas como plantas iscas e cultivadas em tubos de vidro, 

foram individualmente inoculadas com diferentes diluições de extratos de rizosfera e de raízes 

de duas cultivares de cana-de-açúcar. As amostras de rizosfera de ambas as cultivares 

induziram nódulos em todos os níveis de diluição, enquanto nas amostras de endosfera de 

ambas as cultivares foram registrados nódulos até a diluição do nível 5
-4

. Esse resultado indica 

haver um número maior de rizóbios na rizosfera das plantas de cana-de-açúcar do que nos 

tecidos internos de suas raízes. 

Amostras de rizosfera da cultivar IACSP95-5000 (considerando os três blocos) 

induziram nodulação em um maior número de plantas. Porém, amostras de endosfera dessa 

mesma cultivar apresentaram o menor número de plantas com nódulos (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Número de plantas de feijão-caupi com nodulação após inoculação com diferentes 

diluições de amostras de rizosfera e de endosfera de raízes de cana-de-açúcar das cultivares 

RB867515 e IACSP95-5000 

Bloco 1 2 3 

Tratamentos 

Diluição 

RBR RBE IAR IAE RBR RBE IAR IAE RBR RBE IAR IAE 

5‾¹ 2 1 2 2 2* 3 3 3 2* 2* 3 1 

5‾² 3 1 3 1 3 3 3 1 3 2 3 2 

5‾³ 2* 2 3 0 3 2 3 1 3 2 3 1 

5⁻⁴ 3 1 3 0* 3 0* 2 0 3 0 3 0 

5⁻⁵ 2 0 3 0 3 0 2 0 3 0 3 0 

5⁻⁶ 3 0 3 0 2* 0 3 0 3 0* 3 0 

Soma 15 5 17 3 16 8 16 5 17 6 18 4 

*Uma planta entre as três repetições não se desenvolveu; (RBR) amostra de rizosfera da cultivar 

RB867515, (RBE) amostra de endosfera da cultivar RB867515, (IAR) amostra de rizosfera da cultivar 

IACSP95-5000, (IAE) amostra de endosfera da cultivar IACSP95-5000. 

 

A determinação do número mais provável de rizóbios foi realizada após a 

quantificação das plantas noduladas após a inoculação com diferentes níveis de diluição das 

amostras de interesse. Desta forma, em cada nível de diluição, o número de rizóbios diminui 

em torno de 5 vezes e espera-se que ao alcançar certo nível de diluição, não existam mais 

rizóbios na amostra. Nesse sentido, é importante notar que em algumas diluições seriadas 

(RBR, RBE e IAE do bloco I além de RBR e IAR do bloco II) o número de plantas noduladas 

não diminui coerentemente de acordo com o nível de diluição (Tabela 5). Uma possível 

explicação para essa observação se dá pela distribuição não homogênea dos micro-organismos 

nos ambientes naturais, sendo que os mesmos frequentemente são encontrados em agregados 

e/ou biofilmes (STOODLEY et al., 2002; FETT; COOKE, 2005; CULLER et al., 2014). Vale 
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lembrar que a técnica da diluição seriada se baseia na ideia de que as bactérias em certa 

amostra se encontram de forma homogênea. Portanto, a ocorrência de agregados na amostra, 

que podem consistir de diversas espécies de micro-organismos, pode dificultar a realização de 

diluições seriadas. 

Outra fonte de heterogeneidade ocorre no preparo das amostras de endosfera. Como a 

maior parte das raízes de cana-de-açúcar coletadas estavam em início de processo de 

lignificação, a maceração das raízes não foi eficiente em comparação com maceração de 

raízes não lignificadas, gerando resíduos dos tecidos das raízes que possivelmente serviram de 

abrigo para as bactérias, impossibilitando a utilização efetiva dos micro-organismos retirados 

dessas raízes presentes na diluição seriada e posterior inoculação. 

Blodgett e Garthright (1998); Garthright e Blodgett (2003) explicam que cada tubo das 

repetições inoculado nas etapas de inoculação é independente do outro, sugerindo que 

estatisticamente nenhum será obrigatóriamente igual ao outro após a inoculação. Ou seja, 

nenhum terá estatisticamente o mesmo número de micro-organismo que o outro e também 

comentam que o organismo alvo possui uma distribuição aleatória e não agregada no inóculo 

facilitando ou dificultando a presença do micro-organismo no tubo inoculado na fase de 

diluição seriada. Isso pode acontecer no momento de pipetar na inoculação das plantas em um 

nível de diluição, pegando quantidades diferentes de bactérias para cada repetição, mesmo 

com uma ótima homogeneização antes de pipetar e sabendo que foi inoculado o mesmo 

volume em todas as repetições. 

Em alguns casos, a inconsistência no resultado da diluição seriada se dá apenas no 

primeiro nível (5
-1

), sendo este o caso nas amostras IAR do bloco I e RBR do bloco III. Pode-

se especular que nesses casos algum a substância inibitora da amostra original esteja inibindo 

o processo de nodulação. 

Andrade e Hamakawa (1994) sugerem que as condições desfavoráveis para a 

nodulação podem ter origem da falha na sobrevivência ou multiplicação do rizóbio, baixo 

vigor das sementes das plantas iscas (resultando na baixa emergência e desenvolvimento das 

plântulas) ou interferência de algas ou fungos saprofíticos, além da morte de rizóbios por 

diferença no potencial osmótico. Verificando a Tabela 5, observou-se que as plantas que não 

se desenvolveram afetaram o resultado de nodulação nas diluições seriadas. 

Contudo, as seguintes amostras seguiram o padrão de diluição seriada esperada, 

possibilitando obtenção do número mais provável de rizóbios mediante a tabela McCrady 

(WOOMER, 1994): IAE do bloco I para qual obteve o valor estimado de 6,1 rizóbios g
-1 

de 

raiz; IAE do bloco II obteve 18 rizóbios g
-1 

de raiz e RBE do bloco II obteve o valor de 105 

rizóbios g
-1 

de raiz. O restante das amostras não seguiu esse padrão, impossibilitando a 

utilização da tabela e posterior estimativa de rizóbios nas amostras. Seguindo esta ideia, 

Andrade e Hamakawa (1994) comentam que o número restrito de tabelas de NMP publicado 

fornece um número limitado de resultados de nodulação, impossibilitando a comparação de 

resultados de nodulação diferentes dos encontrados nas tabelas McCrady. 

Como houve inconsistência nos resultados de nodulação para estimar a densidade de 

rizóbios nas amostras utilizando a técnica de NMP, a observação de nódulos nos níveis de 

diluição torna-se uma alternativa para estimar o nível mínimo de rizóbios nas amostras: Nas 

amostras de rizosfera de ambas as cultivares observaram-se nódulos até o nível mais diluído 

(5
-6

), mostrando a presença de no mínimo uma célula de rizóbio nessa diluição. Portanto, 

pode-se estimar que na amostra original tinha um mínimo em torno de 1/5
-6 

= 5
6
 = 15625 

rizóbios g raiz
-1

. 

O mesmo raciocíno pode ser aplicado às demais amostras de endosfera de ambas as 

cultivares. Como foram observados nódulos até os níveis 5
-3

 e 5
-4

 de diluição, estima-se um 

mínimo entre 125 e 625 rizóbios g
-1 

de raiz. 
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5.2 Isolados Obtidos 

A partir das plantas de feijão-caupi inoculadas com diferentes diluições de amostras de 

rizosfera e de endosfera de raízes de cana-de-açúcar das cultivares RB867515 e IACSP95-

5000, cerca de 20 plantas apresentando nódulos foram escolhidas aleatoriamente entre todos 

os níveis de diluição, principalmente nos níveis de maior e menor diluição. Três nódulos por 

planta foram selecionados para o isolamento dos rizóbios. Como resultado, foram obtidos 97 

isolados de rizóbios, sendo o mesmo número de isolados (34) para as amostras de rizosfera de 

cada cultivar e 15 e 14 respectivamente do interior das raízes das cultivares IACSP95-5000 e 

RB867515 (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Quantidade de isolados obtidos após inoculação em plantas de feijão-caupi com 

diferentes diluições de amostras de rizosfera e de endosfera de raízes de cana-de-açúcar das 

cultivares RB867515 e IACSP95-5000 

Bloco 1 2 3 

Tratamentos 

Diluição 
RBR RBE IAR IAE RBR RBE IAR IAE RBR RBE IAR IAE 

5‾¹ 6 2 6 6 2 5 4 1 6 1 5 0 

5‾² 3 2 0 2 0 0 0 1 0 0 3 2 

5‾³ 3 0 0 0 0 4 1 1 0 0 0 2 

5⁻⁴ 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

5⁻⁵ 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 3 0 

5⁻⁶ 2 0 3 0 3 0 3 0 6 0 6 0 

Soma 14 4 9 8 5 9 8 3 15 1 17 4 
(RBR) amostra de rizosfera da cultivar RB867515, (RBE) amostra de endosfera da cultivar RB867515, (IAR) 

amostra de rizosfera da cultivar IACSP95-5000, (IAE) amostra de endosfera da cultivar IACSP95-5000; (0) sem 

êxito de isolamento. 

 

Bactérias puderam ser isoladas em pelo menos uma repetição em todos os níveis de 

diluição. No nível 5
-4

 houve somente um isolado, de rizosfera da cultivar RB867515 (Tabela 

6). Foi observado somente um isolado na amostra de endosfera no bloco III dessa mesma 

cultivar. 

Não foi observado o domínio de um dos genótipos de cana em relação ao número da 

população dos rizóbios estudados.  

Reis Junior et al. (2000) quantificaram a população de Azospirillum spp. e de 

Acetobacter diazotrophicus em quatro cultivares de cana-de-açúcar e não verificaram 

influência do genótipo da cana, registrando a presença de representantes dos micro-

organismos avaliados em todas as partes de todas as cultivares, assim como perceberam maior 

densidade dessas bactérias na rizosfera da cana. Gottel e colaboradores (2011) também 

observaram o maior número de micro-organismos na rizosfera de Populus deltoides (algodão-

americano) e relataram Bradyrhizobium spp. como destaque em número na rizosfera e em 

menor quantidade na endosfera. A riqueza de rizóbios associados às raízes em comparação 

com nódulos foi relatada por Miranda-Sánchez e equipe (2015) quando estudaram a 

comunidade de rizóbios em duas espécies de Acacia spp. e por Sullivan et al. (1996) 

estudando rizóbios na rizosfera de Lotus corniculatus, assim, corroborando com o presente 

estudo. 
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5.3 Características Morfoculturais 

Praticamente todos os isolados apresentaram características morfoculturais 

compatíveis com o gênero Bradyrhizobium (Tabela em Anexo B), apresentando alcalinização 

do meio YMA e crescimento lento (Figura 4) segundo Jordan (1982). 

Somente quatro isolados apresentaram crescimento rápido (RBR179a, IAE71a, 

IAE45b e IAR64a) apresentando acidificação ou neutralização no pH do meio (Figura 4), 

assim como Rouws e colaboradores (2014) também relataram três isolados (P5-2, P5-21 e P5-

25) de extrato de raiz de cana com essas características. 

 

 

Figura 4. Colônias de isolados obtidos após inoculação em plantas de feijão-caupi com diferentes 

diluições de amostras de rizosfera e de endosfera de raízes de cana-de-açúcar das cultivares RB867515 

e IACSP95-5000 apresentando características morfoculturais diversas. Isolados de crescimento rápido 

(a-d) e isolados de crescimento lento (e-i). 

 

Florentino et al. (2010) relataram bactérias do gênero Bradyrhizobium isoladas de 

feijão-caupi com crescimento entre 5 e 7 dias e alcalinizando ou neutralizando o meio, sendo 

que três dessas bactérias possuíam características semelhantes ao isolado IAR146b (desse 

estudo) com colônia de aparência aquosa (aparência do exopolissacarídeo formado pela 

colônia). 

As características culturais, que são utilizadas para caracterização e identificação 

prévia dos isolados, podem induzir ao erro e somente a análise genética irá confirmar a 

identificação. Guimarães et al. (2012) comentam que BOX PCR e sequenciamento do gene 

16S rRNA são os mais indicados porque seus resultados são mais precisos em termo de 

identificação e avaliação da diversidade. 
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5.4 Agrupamento Genético por meio de BOX PCR 

Na sua grande maioria, os isolados obtidos apresentaram características morfoculturais 

compatíveis com o gênero Bradyrhizobium. Por apresentarem características bastante 

homogêneas, o método de BOX-PCR foi aplicado para estudar melhor a diversidade genética 

da coleção de bactérias obtida (Figura 5). Então, os isolados de crescimento rápido não foram 

utilizados neste método e na análise filogenética. 

Após a análise computadorizada dos géis de agarose com os produtos das reações de 

BOX-PCR um dendrograma de similaridade foi gerado com base nos perfis de bandas. Uma 

similaridade de 80% foi aplicada no sentido de identificar grupos genotípicos (Figura 5). 

Desta forma, foram identificados 28 genótipos (Tabela 7). 

A relação dos genótipos e a quantidade de isolados presentes em cada amostra estão 

indicadas na tabela em Anexo C. 
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Legenda: 

 
Figura 5. Dendrograma de similaridade genética por BOX PCR dos isolados obtidos das 

amostras de endosfera e rizosfera de raízes de cana-de-açúcar das cultivares RB867515 e 

IACSP95-5000. (G) Genótipos formados com 80% de similaridade. 

 

Alguns genótipos foram predominantes em relação aos demais possuindo maior 

número de isolados, os quais se destacaram os genótipos G 21 (15 isolados), G 20 (13 

isolados), G 16 (11 isolados), G 11 (7 isolados) e apresentando 6 isolados os genótipos G 22 e 

G 24. 

Os Grupos com um número superior a três isolados formaram grupos heterogêneos 

constituindo isolados dos dois cultivares e dos dois compartimentos. Houve um maior número 

de isolados pertencentes à cultivar RB867515 nos Grupos 5, 11 e 13. No G 11, a maioria dos 

isolados pertence à cultivar RB867515. O G 16 apresentou o mesmo número de isolados para 

amostras de rizosfera de ambas as cultivares e apresentou somente um isolado de amostra de 

endosfera na cultivar IACSP95-5000 (IAE). 

O genótipo G 20 apresentou isolados de todas as amostras em ambas as cultivares. A 

amostra RBR apresentou com maior número de isolados (7 isolados) nesse genótipo. O G 21 

também apresentou isolados de todas as amostras em ambas as cultivares. Neste genótipo o 

maior número de isolados foi da amostra IAR. O G 22 apresentou isolados em quase todas as 

amostras em ambas cultivares, com exceção da amostra IAE. O G 24 apresentou isolados 

somente das amostras RBE e IAR. 

Em alguns casos, isolados obtidos de diferentes nódulos da mesma planta foram 

geneticamente distintos, como por exemplo no caso dos isolados RBR204a (G 5) e os 

isolados RBR204b e RBR204c pertencentes ao G 20. Já que normalmente cada nódulo de 

uma planta é induzido por uma (estirpe de) bactéria, essa observação está dentro do esperado. 

Foi possível observar a presença de isolados do gênero Bradyrhizobium colonizando 

rizosfera e endosfera em ambas as cultivares de cana-de-açúcar. Assim como Rouws e 

colaboradores (2014) relataram a presença desse gênero como endofíticas na cultivar 

RB867515 de cana-de-açúcar. Esta observação deste estudo sugere que não há influência das 

duas cultivares estudadas sob a comunidade de Bradyrhizobium, indicando por exemplo que 

determinada estirpe não coloniza somente uma cultivar. 
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Tabela 7. Genótipos formados e seus respectivos isolados a partir do dendrograma de BOX PCR com 

similaridade de 80 %. Isolados repres entantes usados para caracterização dos genes recA, região ITS, nodC e 

nifH estão destacados em negrito 

Genótipos 

BOX 
Isolados obtidos 

G 1 IAE45a 

G 2 IAR33c 

G 3 IAR146b, IAE174c 

G 4 IAR33b, IAR191a 

G 5 RBR6b, RBR204a 

G 6 IAR91c 

G 7 RBR179b, RBR179c 

G 8 RBR129a 

G 9 IAE71b 

G 10 IAR12c, RBE85a, IAE20b, RBE160a 

G 11 RBR184a, IAR59a, RBR158a, RBR158b, RBE137b, RBR53b, RBR29c 

G 12 RBE112a 

G 13 IAE123a,  

G 14 RBE135a 

G 15 RBE40b, RBE40a, RBR184b 

G 16 
RBR2c, RBR29a, IAR116a, IAR216a, RBR104a, IAR118a, RBR1c, IAR12b, RBR1b, IAR141b, 

IAE20a 

G 17 IAR91b 

G 18 IAE45c 

G 19 IAE147a, RBR109c 

G 20 
RBR204c, IAR33a, IAR59b, RBR2b, RBR109a, IAE71c, RBR2a, RBR1a, IAR166a, RBR53a, 

RBE39a, RBR204b, IAE174b 

G 21 
IAR96b, RBR6a, RBR53c, RBR157a, IAR167c, IAR171b, IAR195a, IAR171a, IAR221b, 

IAR167a, IAR59c, RBR209c, IAE198a, RBE39b, IAR195b 

G 22 RBR134b, RBR159b, IAR121b, RBE137c, IAR171c, RBE137a 

G 23 IAE198b 

G 24 IAR221a, IAR221c, IAR167b, RBE110a, RBE110c, RBE110b 

G 25 RBR29b, RBR209b, RBR209a 

G 26 IAR195c 

G 27 IAR191b 

G 28 IAR191c, IAE99b 
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5.5 Caracterização Genética de Isolados Representativos 

Isolados representativos foram aleatoriamente escolhidos a partir dos grupos de 

similaridade genética (Fig. 5) com o intuito de uma caracterização genética mais apurada. 

Para esse objetivo, decidiu-se analisar sequências de DNA do gene recA (recombinase A) e da 

região ITS do operon ribossomal como marcadores filogenéticos. Além disso, os genes 

simbióticos nodC (envolvido na síntese de fator Nod) e nifH (envolvido na biossíntese do 

complexo enzimático nitrogenase) também foram analisados (Tabela 7). 

 

Tabela 8. Amplificação e sequenciamento dos genes 

Isolados recA nodC ITS nifH 

IAE71b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A-; S- 

RBR6b A+; S+ A+; S+ A+; S- A-; S- 

RBE40a A+; S+ A+; S+ A+; S+ A-; S- 

IAE45c A+; S+ A+; S+ A+; S+ A-; S- 

IAE45a A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAE45b* A+; S+ A+; S+ A+; S+ A-; S- 

IAR33c A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAR64a* A+; S- A-; S- A-; S- A-; S- 

IAR59a A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

RBE39b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAE20b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAE71a* A+; S- A+; S+ A+; S- A+; S- 

IAR146b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

RBR179a* A+; S- A+; S- A+; S- A-; S- 

RBR134b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

RBE112a A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAE99b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAR91b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A-; S- 

IAR91c A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

RBE85a A+; S- A-; S- A-; S- A-; S- 

RBR129a A+; S- A+; S+ A-; S- A+; S- 

RBR109c A+; S+ A+; S+ A+; S+ A-; S- 

RBE110a A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAE123a A+; S+ A+; S+ A+; S+ A-; S- 

RBE135a A-; S- A+; S+ A+; S+ A+; S- 

RBR204b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

RBR179b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAR191a A-; S- A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAR167b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAE198b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAR195c A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAR216a A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAE174c A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

RBR209b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A-; S- 

IAR191b A+; S+ A+; S+ A+; S+ A+; S- 

IAR33b A+; S- A+; S+ A+; S+ A-; S- 

RBE110c A+; S- A+; S+ A+; S+ A+; S- 
(A) amplificação; (S) sequenciamento; (+) amplificou, sequenciou; (-) não amplificou, não sequenciou; (*) 

isolados de crescimento rápido. 
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A primeira etapa da caracterização genética consistiu na amplificação do DNA alvo 

por meio de PCR usando primers específicos para cada sequência alvo (Tabela 8). Embora os 

experimentos de PCR tenham tido êxito para a maioria dos isolados/conjuntos de primers, 

para muitos isolados a amplificação do gene nifH não obteve sucesso, apresentando falhas nas 

reações ou apresentando múltiplos amplicons de diferetnes tamanhos por ser um primer 

degenerado (ZEHR; MCREYNOLDS, 1989; POLY et al., 2001; LINHART; SHAMIR, 

2002). O que impossibilitou o sequenciamento do gene nifH dos isolados neste estudo. 

Em tentativa de amplificar o gene nifH, foram trocados os primers nifHF e nifHI por 

PolF e PolR (POLY et al., 2001) e a condição de PCR para: desnaturação inicial de 95ºC 

durante 5 minutos, 35 ciclos de (desnaturação de 95ºC durante 1 minuto, anelamento de 60ºC 

durante 2 minutos e extensão de 72ºC durante 2 minutos) e extensão final de 72ºC durante 5 

minutos. Assim como foi utilizado os primers nifHF e nifHI nesta condição de PCR acima e 

utilizado os primers PolF e PolR na condição de PCR na Tabela 4, sem sucesso em todas as 

alterações. 

Para um futuro esforço na amplificação do gene nifH dos isolados deste estudo será 

realizada alteração na concentração de MgCl2 e/ou na temperatura de anelamento utilizando a 

princípio os primers e a condição de PCR na Tabela 4. 

Os amplicons dos genes recA, nodC e para a região ITS obtidos para os isolados 

(Tabela 8) foram sequenciados nos dois sentidos com os mesmos primers usados na sua 

amplificação e as sequências consenso foram montadas. Primeiramente, essas sequências 

montadas foram submetidas a análises Blast-n (ALTSCHUL et al., 1997) no intuito de 

identificar a existência de espécies/estirpes de bactérias geneticamente próximas nos bancos 

de dados do Genbank (www.ncbi.nlm.nh.gov) (Tabelas nos Anexos D, E e F). 

As sequências de gene recA dos isolados utilizados nas análises filogenéticas foram 

comparadas no Blast-n (Anexo D) e sugerem que a maioria dos isolados pertence ao gênero 

Bradyrhizobium, exceto os isolados de crescimento rápido (Tabela em Anexo B), sugerindo 

pertencerem aos gêneros Rhizobium e Burkholderia. Fato que confirma suas características 

morfoculturais de acidificação ou neutralização do meio YMA e crescimento rápido. Esses 

isolados não foram utilizados na construção das árvores filogenéticas. 

 

5.6 Análise Filogenética 

As árvores filogenéticas foram construídas com base nas sequências da região ITS, 

dos genes recA e nodC dos isolados desse estudo (com exceção dos isolados de crescimento 

rápido), de genes de estirpes tipo de todas as espécies descritas do gênero Bradyrhizobium nos 

bancos de dados do Genbank, além das sequências dos isolados de origem de tecidos internos 

de raízes de cana-de-açúcar previamente obtidos (ROUWS et al., 2014), sendo os isolados 

que iniciam com a letra P (inclusive BR10266 (P4-7), BR10555 (P5-24), BR10556 (P7-18) e 

BR10280
T
 (P9-20)). 

 

5.6.1 Análise filogenética da região ITS 

A região ITS é um marcador do operon ribossomal amplamente usada para a 

caracterização abaixo do nível de gênero e mais informativo para distinguir entre estirpes de 

Bradyrhizobium que o gene 16S RNA. Para facilitar a visualização por causa de seu tamanho, 

a árvore filogenética da região ITS foi dividida entre os superclados Bradyrhizobium elkanii e 

Bradyrhizobium japonicum (Figuras 6 e 7). 

 

http://www.ncbi.nlm.nh.gov/
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Figura 6. Representação do superclado Bradyrhizobium japonicum. Filograma Maximum Likelihood (ML) 

estimado a partir de 617 posições de nucleotídeos do espaçador interno transcrito (ITS) entre os genes 16S e 23S 

rRNA. Valores de bootsrtap são mostrados quando as relações apresentadas foram observadas em pelo menos 

50% de 1000 pseudo-réplicas. A árvore ML foi obtida utilizando o modelo Kimura 2-parâmetos + G + I como 

indicado pela função de teste modelo do programa MEGA6. Isolados desse estudo obtidos de raízes de cana-de-

açúcar com uso de plantas iscas estão mostrados em negrito. A barra de escala representa o número de 

substituições de pares de base por local. 
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Figura 7. Representação do superclado Bradyrhizobium elkanii.  Filograma Maximum Likelihood (ML) 

estimado a partir de 617 posições de nucleotídeos do espaçador interno transcrito (ITS) entre os genes 16S e 23S 

rRNA. Valores de bootsrtap são mostrados quando as relações apresentadas foram observadas em pelo menos 

50% de 1000 pseudo-réplicas. A árvore ML foi obtida utilizando o modelo Kimura 2-parâmetos + G + I como 

indicado pela função de teste modelo do programa MEGA6. Isolados desse estudo obtidos de raízes de cana-de-

açúcar com uso de plantas iscas estão mostrados em negrito. A barra de escala representa o número de 

substituições de pares de base por local. 
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A árvore de ITS mostra que a maioria dos isolados representativos deste estudo 

pertence ao superclado de Bradyrhizobium elkanii e que os isolados são geneticamente 

diversos. Mesmo assim, vários isolados que apresentaram perfis de BOX PCR distintos, 

apresentaram sequência de ITS altamente semelhante. 

Como exemplo, os isolados pertencentes ao G 15 (RBE40a), ao G 21 (RBE110a, 

RBE110c e IAR167b) e G 25 (RBR209b) possuem perfis de BOX PCR diferentes (Figura 5 e 

Tabela 7). Na árvore filogenética da região ITS estes mesmos isolados se encontram no 

superclado de Bradyrhizobium japonicum (Figura 6), formando uma sequência semelhante 

como no dendrograma de BOX PCR. O clado representado pelos isolados RBE110c, 

RBE110a, RBR209b e RBE40a se posiciona próximo ao clado que se encontra a estirpe 

BR10280
T
 (P9-20) de Rouws e colaboradores (2014) e Matos (2017). 

O isolado IAR167b se posiciona afastado dos demais isolados no superclado 

Bradyrhizobium japonicum, posicionando-se mais próximo de Bradyrhizobium kavangense 

14-3
T
. Os isolados IAR167b, RBE110c, RBE110a, RBR209b e RBE40a foram posicionados 

próximos às espécies Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 23303
T
, Bradyrhizobium 

manausense BR 3351
T
, Bradyrhizobium arachidis CCBAU 051107

T
, Bradyrhizobium 

yuanmingense CCBAU 10071
T
, Bradyrhizobium stylosanthis BR 446 e Bradyrhizobium 

daqingense CCBAU 15774
T
. 

No superclado de Bradyrhizobium elkanii (Figura 7) a maioria dos isolados deste 

estudo posicionaram-se em clados distintos das espécies já descritas de Bradyrhizobium. 

Os isolados IAE174c e IAR 91b se posicionaram dentro do clado de Bradyrhizobium 

elkanii USDA 76
T
 indicando serem possivelmente o mesmo genótipo. Vale lembrar que esses 

dois isolados são de origem da cultivar IACSP95-5000. O clado que pertencem os isolados 

IAE198b, IAR191a e IAR195c também se posicionou próximo à Bradyrhizobium elkanii 

USDA 76
T
. Os clados que pertencem os isolados RBR179b, RBE135a, IAE123a, IAR91c, 

IAE71b, IAE99b, RBR134b, IAE45a, IAR33c, RBE112a e IAE45c posicionaram-se 

próximos à Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 51502
T
. Os isolados RBR109c, IAR146b, 

IAR216a, IAE20b e IAR191b pertencem a um clado formado exclusivamente com os isolados 

deste estudo. Os isolados RBR204b, IAR33b, IAR59a e RBE39b formaram um clado 

próximo à Bradyrhizobium viridifuturi SEMIA 690
T
 e Bradyrhizobium embrapense SEMIA 

6208
T
. 

 

5.6.2 Análise filogenética do gene recA 

O recA é um gene housekeeping amplamente usado para classificação molecular de 

bactérias. A maioria dos isolados deste estudo posicionaram-se em clados com isolados de 

Rouws e colaboradores (2014) e Matos (2017). Assim como na árvore da região ITS, a árvore 

do gene recA foi dividida entre os superclados Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium 

japonicum (Figuras 8 e 9) para facilitar sua visualização. Nesta árvore, a maioria dos isolados 

foi posicionada no superclado Bradyrhizobium elkanii, como na árvore da região ITS. Os 

isolados IAR167b, RBE110a, RBR209b e RBE40a, foram posicionados novamente no 

superclado Bradyrhizobium japonicum conforme na árvore da região ITS. As estirpes 

pertencentes ao clado onde se posicionaram os isolados RBR209b, RBE110a e RBE40a são 

as mesmas em Matos et al. (2017) e também se posicionaram próximas à Bradyrhizobium 

arachidis CCBAU 051107
T
 como nesse estudo. 
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Figura 8. Representação do superclado Bradyrhizobium japonicum. Filograma Maximum Likelihood (ML) 

estimado a partir de 371 posições de pares de bases do gene recA. Valores de bootsrtap são mostrados quando as 

relações apresentadas foram observadas em pelo menos 50% de 1000 pseudo-réplicas. A árvore ML foi obtida 

utilizando o modelo Tamura 3-parâmetos + G + I como indicado pela função de teste modelo do programa 

MEGA6. Isolados desse estudo obtidos de raízes de cana-de-açúcar com uso de plantas iscas estão mostrados em 

negrito. A barra de escala representa o número de substituições de pares de base por local. 
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O isolado IAR167b se posicionou em um clado separado dos isolados deste estudo. 

Este isolado encontra-se no mesmo clado da estirpe de P11-4 com 100% de bootstrap e se 

posicionou próximo de Bradyrhizobium guangdongense CCBAU 51649
T
 como também em 

Matos (2017). Ao contrário da árvore da região ITS, os isolados deste estudo se posicionaram 

afastados do clado onde se encontra a estirpe BR10280
T 

de Rouws e colaboradores (2014) e 

Matos (2017). 

Três clados no superclado Bradyrhizobium elkanii (Figura 9) apresentaram somente 

isolados deste estudo. O primeiro clado formado pelos isolados RBR179b, IAE71b, IAR91c, 

IAR33c, RBR134b e IAE123a. 

O segundo clado formado pelos isolados IAE45a, IAE45c e RBE112a. Este clado está 

próximo de Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 51502
T
.  

E o terceiro clado formado por IAR216a, IAR191b, IAE20b, IAR146b e RBR109c. 

Estes isolados encontram-se e um mesmo clado na árvore da região ITS. 

Os demais isolados se posicionaram em clados juntamente com os isolados de Rouws 

e colaboradores (2014) e Matos (2017). 

RBE39b, RBR6b, IAR59a e RBR204b formam um clado próximo à Bradyrhizobium 

pachyrhizi PAC48
T
. IAE198b e IAR195c se posicionaram em um clado com 100% de 

bootstrap juntamente com os isolados de Rouws e colaboradores (2014) e Matos (2017), 

indicando serem possivelmente o mesmo genótipo. Os isolados IAE174c e IAR91b se 

posicionaram em um clado juntamente com os isolados de Rouws et al. (2014) e Matos 

(2017). Além disso, este clado se encontra próximo de Bradyrhizobium elkanii USDA 76
T
 e 

concorda com a árvore ITS. O isolado IAE99b se posicionou em um clado com 98% de 

bootstrap juntamente com os isolados de Rouws e equipe (2014) e Matos (2017), indicando 

serem possivelmente o mesmo genótipo. 

As sequências de gene recA posicionaram os isolados desse estudo no mesmo clado ou 

próximos aos isolados obtidos por Rouws et al. (2014), indicando uma proximidade 

filogenética. A deteccão dos mesmos genótipos desse trabalho e de Rouws e colaboradores 

(2014) sugere certa afinidade dessas bactérias com cana-de-açúcar. Nesse sentido também se 

observa que vários genótipos isolados nos dois trabalhos são genéticamene distintos de outras 

espécies de Bradyrhizobium (Figuras 6, 7, 8 e 9). 
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Figura 9. Representação do superclado Bradyrhizobium elkanii. Filograma Maximum Likelihood (ML) estimado 

a partir de 371 posições de pares de bases do gene recA. Valores de bootsrtap são mostrados quando as relações 

apresentadas foram observadas em pelo menos 50% de 1000 pseudo-réplicas. A árvore ML foi obtida utilizando 

o modelo Tamura 3-parâmetos + G + I como indicado pela função de teste modelo do programa MEGA6. 

Isolados desse estudo obtidos de raízes de cana-de-açúcar com uso de plantas iscas estão mostrados em negrito. 

A barra de escala representa o número de substituições de pares de base por local. 
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Os isolados RBE110a, RBR209b, RBE40a e IAR167b foram os únicos isolados deste 

estudo posicionando-se no superclado Bradyrhizobium japonicum nas árvores árvores 

filogenéticas do gene recA e região ITS, com exceção do RBE110c que não foi sequenciado 

no gene recA. 

As topologias das árvores filogenéticas obtidas a partir das sequências de gene recA e 

região ITS foram semelhantes entre as duas árvores. 

 

5.6.3 Análise filogenética do gene nodC 

As sequências do gene nodC (Figura 10) formaram clados exclusivos com 

representantes dos isolados em estudo, com exceção de IAR167b que se posicionou distante 

dos outros isolados. Observou-se um clado formado exclusivamente com isolados da cultivar 

IAC5P95-500 e dois clados exclusivos com isolados da cultivar RB867515. 

O primeiro clado formado por RBR6b, RBR134b, RBE135a e RBR179b com valor de 

bootstrap de 100 %. Os isolados possuem origem em três blocos diferentes de experimento. 

Os isolados foram posicionados próximos à Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48
T
 que forma 

nódulos efetivos em jicama (Pachyrhizus erosus) (RAMÍREZ-BAHENA et al., 2009). 

O segundo clado foi formado pelos isolados RBE110a, RBE110c e RBR209b (os 

mesmos isolados presentes no superclado Bradyrhizobium japonicum vistos nas Figuras 6 e 8, 

exceto os isolados IAR167b e RBE40a). Os isolados possuem origem em dois blocos 

diferentes de experimento. Juntamente com RBE40a, se posicionaram em um clado próximo à 

espécie Bradyrhizobium sacchari representada pelas estirpes BR10266 (P4-7), BR10555 (P5-

24), BR10556 (P7-18) e BR10280
T
 (P9-20) (MATOS et al., 2017). 

O clado em que se encontram os isolados RBE110a, RBE110c, RBR209b e RBE40a e 

o clado em que se encontra a estirpe BR10280
T
 estão próximos ao clado formado por 

Bradyrhizobium japonicum USDA 6
T
, Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071

T
, B. 

diazoefficiens USDA 110
T
, Bradyrhizobium daqingense CCBAU 15774

T
, Bradyrhizobium 

huanghuaihaiense CCBAU 23303
T
 e Bradyrhizobium ottawaense OO99

T
. Este 

posicionamento está de acordo com os estudos de Rouws et al.(2014) e Matos (2017). Vale 

lembrar que todas estas espécies conhecidas formam nódulos eficientes em soja (Glycine 

max) (YAO et al., 2002; ZHANG et al., 2012; DELAMUTA et al., 2013; WANG et al., 2013; 

YU et al., 2014). 



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Filograma Maximum Likelihood (ML) estimado a partir de 438 posições de pares de nucleotídeos do 

gene nodC. Valores de bootsrtap são mostrados quando as relações apresentadas foram observadas em pelo 

menos 50% de 1000 pseudo-réplicas. A árvore ML foi obtida utilizando o modelo Tamura 3-parâmetos + G + I, 

como indicado pela função de teste modelo do programa MEGA6. Isolados desse estudo obtidos de raízes de 

cana-de-açúcar com uso de plantas iscas estão mostrados em negrito. A barra de escala representa o número de 

substituições de pares de base por local. * Bradyrhizobium cytisi CTAW11
T

 (EU597844); Bradyrhizobium 

rifense CTAW71
T 

(EU597853); Bradyrhizobium canariense BTA 1
T 

(AJ560653); Bradyrhizobium neotropicale 

BR 1024
T

 (KJ661727); Bradyrhizobium ganzhouense RITF806
T

 (JX292035); Bradyrhizobium iriomotense 

EK05
T

 (AB301000); Bradyrhizobium manausense BR 3351
T

 (KF786002); Bradyrhizobium stylosanthis BR 446 

(KU724160); Bradyrhizobium ingae BR 10250
T

 (KF927054); Bradyrhizobium liaoningense LMG 18230
T 

(GU263466); Bradyrhizobium jicamae PAC68
T

 (AB573869); Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086
T

 

(GU433565); Bradyrhizobium paxllaeri LMTR 21
T

 (KF896160); Bradyrhizobium icense LMTR 13
T

 

(KF896159); Bradyrhizobium retamae Ro19
T

 (KC247112); Bradyrhizobium valentinum LmjM3
T 

(JX514897). 
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O terceiro clado foi formado pelos isolados IAE45a, IAE45c e IAR91b, com origem 

em dois blocos diferentes de experimento. Este clado posicionou-se próximo à 

Bradyrhizobium tropiciagri SEMIA 6148
T
, que possui alta eficiência na fixação biológica de 

nitrogênio em soja perene (Neonotonia wightii) (DELAMUTA et al., 2015). 

O isolado IAR167b se posicionou mais próximo de Bradyrhizobium arachidis 

CCBAU 051107
T
, Bradyrhizobium vignae 7-2

T
 e Bradyrhizobium kavangense 14-3

T
 que 

induzem nódulos efetivos em amendoim (Arachis hypogaea), feijão-caupi (Vigna 

unguiculata), feijão-bambara (Vigna subterranea), e lablab (Lablab purpureus) (WANG et 

al., 2013; GRÖNEMEYER et al., 2015, 2016). 

Os isolados IAE198b e IAR195c continuam posicionados no mesmo clado como nas 

análises filogenéticas da região ITS e do gene recA. Além disso, posicionaram-se próximos de 

Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 51502
T
, que nodula a leguminosa arbórea Erythrophleum 

fordii (YAO et al., 2015). Os isolados IAR91c, IAR33b, IAE123a, RBE112a, IAE71b e 

IAR33c estão posicionados próximos de Bradyrhizobium tropiciagri SEMIA 6148
T
 e 

Bradyrhizobium embrapense SEMIA 6208
T
, que induzem nódulos efetivos em soja perene 

(Neonotonia wightii) e desmódio (Desmodium heterocarpon) respectivamente (DELAMUTA 

et al., 2015). 

 

5.7 Ensaio de Redução de Acetileno 

Este ensaio se baseia no fenômeno que a nitrogenase, além de converter N2 em NH3 

tem a capacidade de converter o acetileno em etileno, que pode ser prontamente detectado e 

quantificado por cromatografia gasosa (DILWORTH, 1966). O etileno é o único produto da 

redução do acetileno pela nitrogenase, ele não inibe a fixação de N e não é reduzido pela 

nitrogenase (HARDY et al., 1968). 

Neste estudo, a utilização deste método teve como objetivo avaliar qualitativamente a 

atividade da nitrogenase nos isolados de Bradyrhizobium spp. obtidos em condições de vida 

livre. 

Foi observada formação de película dispersa em todos os isolados cultivados no meio 

semi-sólido JMV modificado, indicando o crescimento dos isolados no meio de cultura. Uma 

característica de bactérias diazotróficas aeróbias é formarem exopolissacarídeos com a função 

de impedir a entrada de oxigênio na região de atividade da nitrogenase (SILVA, 2010), porém 

como foi adicionado extrato de levedura (uma fonte de N), ao meio utilizado, não é possível 

afirmar, nesse caso, que a presença de camada de biofilme indica que esses isolados fixam 

nitrogênio. Rouws e colaboradores (2014) explicaram que após a inoculação neste meio semi-

sólido, as bactérias se encontrando em condições favoráveis, podem migrar para 

profundidades adequadas de concentração de oxigênio para que aconteça a FBN. 

David e Fay (1977) indicam que o período de pré-incubação com acetileno deve ser 

breve o suficiente para a nitrogenase alcançar seu pico de atividade, mas insuficiente para 

alcançar seu esgotamento. Silva (2010) indica que o tempo ideal de exposição ao acetileno e o 

tempo ideal de crescimento dos isolados são as maiores dificuldades para a detecção da 

nitrogenase. 

Os tratamentos sem injeção de acetileno e no controle negativo (sem bactéria) 

apresentaram valores nulos ou próximos do zero (Tabela 9). 
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Tabela 9. Valores de etileno expressos em nmol/frasco dos isolados utilizados para o ensaio 

de redução de acetileno 

Isolados 

Repetetição 

1 com 

Acetileno 

Repetetição 

2 com 

Acetileno 

Repetetição 

3 com 

Acetileno 

Repetetição 

1 sem 

Acetileno 

Repetetição 

2 sem 

Acetileno 

Repetetição 

3 sem 

Acetileno 

IAE20b 0,1350 0,1314 0,1242 0,0000 0,0018 0,0009 

IAR59a 0,1827 0,1836 0,1548 0,0000 0,0000 0,0000 

RBE40a 0,1170 0,1008 0,1224 0,0000 0,0000 0,0441 

IAR216a 0,1350 0,1719 0,1917 0,0000 0,0018 0,0000 

RBR204b 0,1368 0,1719 0,1692 0,0000 0,0000 0,0018 

RBE39b 0,1719 0,2034 0,1863 0,0000 0,0000 0,0009 

RBR134b 0,1179 0,1107 0,1044 0,0027 0,0531 0,0405 

IAR191a 0,1404 0,1521 0,1404 0,0045 0,0441 0,0387 

RBE110a 0,1017 0,1242 0,1161 0,0009 0,0108 0,0081 

RBR209b 0,1440 0,1008 0,1062 0,0000 0,0081 0,0009 

IAR167b 0,1899 0,4050 0,4050 0,0009 0,0018 0,0126 

(+) ppe8
T 

24642,0000 41031,0000 43704,0000 0,0009 0,0297 0,0009 

(-) 0,0855 0,1494 0,1035 0,0009 0,0009 0,0000 

 

O controle positivo, Burkholderia tropica Ppe8
T
 (REIS et al., 2004), apresentou níveis 

altos de redução de acetileno com valores entre 24 e 43 µmol de etileno produzido por frasco. 

Para todos os isolados do presente estudo, foram detectadas atividades de redução de 

acetileno muito baixas. Apenas o isolado IAR167b obteve um valor que destacou entre os 

outros, mesmo assim produzindo entre 0,18 e 0,4 nmol etileno/frasco. Foi possível observar 

que os isolados do gênero Bradyrhizobium deste estudo e do estudo de Rouws e 

colaboradores (2014) não possuem altas taxas de fixação de nitrogênio comparadas com 

Burkholderia tropica Ppe8
T
 utilizada como controle positivo em ambos os trabalhos. Vale 

observar que os isolados deste estudo obtiveram resultados muito inferiores aos obtidos por 

Rouws et al. (2014). 

Keister (1975) relatou a capacidade de algumas estirpes de Bradyrhizobium spp como 

a 32H1 em fixar nitrogênio em condições in vitro e algumas não, sendo que essa capacidade 

varia de acordo com fontes de C ou N adequadamente disponíveis no meio de cultura (KURZ; 

LA RUE, 1975). Bradyrhizobium possuem elevada eficiência na FBN quando associadas com 

leguminosas (BHATTACHARJEE et al., 2008). Relatos de Bradyrhizobium isolados em não 

leguminosas como arroz (Oryza breviculata) (CHAINTREUIL et al., 2000), batata-doce 

(Ipomoea batatas) (TERAKADO-TONOOKA et al., 2013), beterraba (Beta vulgaris) 

(RIVAS et al., 2004) e cana-de-açúcar (ROUWS et al., 2014) demonstram que as bactérias 

deste gênero são capazes de colonizar vários hospedeiros além das leguminosas. Em 

associação com não leguminosas, as bactérias deste gênero possivelmente atuam como 

promotoras de crescimento vegetal através da FBN, como na batata-doce (Ipomoea batatas) 

(TERAKADO-TONOOKA et al., 2013) e cana-de-açúcar (ROUWS et al., 2014, 2015; 

MATOS et al., 2015). 
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6. CONCLUSÕES 

 

Em conclusão, os resultados obtidos neste estudo confirmam a presença de bactérias 

do gênero Bradyrhizobium na rizosfera e nos tecidos internos das raízes de diferentes 

cultivares de cana-de-açúcar (RB867515 e IACSP95-5000). Estima-se uma densidade 

populacional de Bradyrhizobium na rizosfera de ambas as cultivares de no mínimo 15625 

rizóbios g
-1

 de raiz e entre 125 e 625 rizóbios g
-1

 de raiz nos tecidos internos (endosfera). Não 

é observado nenhum efeito claro de cultivar vegetal sobre a densidade e composição das 

populações de Bradyrhizobium. Bactérias do gênero Bradyrhizobium em cana-de-açúcar são 

genéticamente diversas e alguns genótipos se destacam como predominantes. Os isolados 

representativos de Bradyrhizobium utilizados no ensaio de redução de acetileno apresentam 

baixa atividade da nitrogenase. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo A. Número de acesso no Genbank de sequências de genes utilizadas (continua) 

Estirpes recA ITS nodC 

BR10266 (P4-7) KX065092 KX857498 KF196783 

BR10555 (P5-24) KX065093 KX857500 KX065108 

BR10556 (P7-18) KX065094 KX857499 KX065109 

BR10280
T
 (P9-20) KX065095 SAMN04849207 KF196792 

Bradyrhizobiumarachidis CCBAU 051107
T
 KF962707 HM107198 KF962705 

B. betaeLMG21987
T
 AB353734 AJ631967 - 

B. canarienseBTA-1
T
 AY591553 AY386708 AJ560653 

B. cytisiCTAW11
T
 KF532947 KC247124 EU597844 

B. daqingenseCCBAU 15774
T
 KF962708 HQ231312 HQ231326 

B. diazoefficiensUSDA 110
T
 BA000040 BA000040 NC_004463 

B. denitrificansLMG8443
T
 EU665419 AF338176 - 

B. elkaniiUSDA 76
T
 AY591568 AB100747 HQ233221 

B. embrapenseSEMIA 6208
T
 HQ634899 FJ391129 KP234521 

B. erythrophleiCCBAU 53325
T
 KF114669 KF114622 KF114576 

B. ferriligniCCBAU 51502
T
 KJ818112 KJ818105 KJ818109 

B. ganzhouenseRITF806
T
 JX277144 - JX292035 

B. guangdongenseCCBAU 51649
T
 KC509269 - - 

B. guangxienseCCBAU 53363
T
 KC509279 - - 

B. huanghuaihaienseCCBAU 23303
T
 KF962709 HQ428043 KF472814 

B. icenseLMTR 13
T
 JX943615 - KF896159 

B. ingaeBR10250
T
 KF927061 - KF927054 

B. iriomotenseEK05
T
 AB300996 AB300993 AB301000 

B. japonicumUSDA 6
T
 AM168341 HQ143390 AP012206 

B. jicamaePAC68
T 

HM590776 AY628094 AB573869 

B. kavangense14-3
T
 KM378399 KM378507 KT033402 

B. lablabiCCBAU 23086
T
 GU433522 GU433583 GU433565 

B. liaoningenseLMG18230
T
 AY591564 AB510001 GU263466 

B. manausenseBR 3351
T
 KF785992 NZ_LJYG01000047 KF786002 

B. neotropicaleBR1024
T
 KJ661714 KJ661686 KJ661727 

B. oligotrophicusLMG 10732
T
 JQ619231 KF962688 - 

B. ottawaenseOO99
T 

HQ587287 KP308156 HQ587980 

B. pachyrhiziPAC48
T
 LM994323 AY628092 AB573868 

B. paxllaeriLMTR21
T
 JX943617 KP308155 KF896160 

B. retamaeRo19
T
 KC247094 KF638356 KC247112 

B. rifenseCTAW71
T 

KF532948 KC247123 EU597853 

B. stylosanthisBR 446 KU724163 - KU724160 

B. subterraneum58 2-1
T
 KM378397 KM378539 - 

B. tropiciagriSEMIA 6148
T
 FJ391168 FJ391100 KP234520 

B. valentinumLmjM3
T
 JX518589 NZ_LLXX01000218 JX514897 

B. vignae7-2
T
 KM378374 KM378504 KT362339 

B. viridifuturiSEMIA 690
T
 KR149140 NZ_LGTB01000028 - 

B. yuanmingenseCCBAU 10071
T
 AY591566 AY386734 AB354633 

P4-29 - - - 

P4-2 - - - 

P11-1 - - - 

P7-4 - - - 
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Anexo A. (continuação) 
P7-6 - - - 

P11-4 - - - 

P12-5 - - - 

P5-35 - - - 

P7-2 - - - 

P1-6 - - - 

P9-22 - - - 

P1-2 - - - 

P2-1 - - - 

P12-4 - - - 

P13-4 - - - 

P6- 1 - - - 

P5- 28 - - - 

P6- 2 - - - 

P8- 5 - - - 

P15- 4 - - - 

P1- 1 - - - 

P1- 3 - - - 

P4- 1 - - - 

P4- 23 - - - 

P10- 2 - - - 

P10- 5 - - - 

P11- 7 - - - 

P15- 9 - - - 

P5- 1 - - - 

P5- 27 - - - 

P5- 32 - - - 

P10- 6 - - - 

P12- 6 - - - 

P13- 3 - - - 

P15- 7 - - - 

P11-2 - - - 

P7- 23 - - - 

P5- 26 - - - 

P5- 22 - - - 

P5- 20 - - - 

P5- 5 - - - 

P4- 5 - - - 

Sequências não depositadas no Banco de dados do NCBI (-); genes obtidos de genomas 

inteiros, os números de acesso dos genomas foram indicados.
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Anexo B. Relação dos isolados obtidos e suas características morfoculturais (continua) 

Isolados Bloco 
Nível de 

Diluição 
Cultivar Compartimento Crescimento pH do meio 

Cor da  

colônia 

Transparência 

da colônia 

Tamanho  

médio 

das 

colônias  

(mm) 

Observações 

RBE40b 1 2 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8 
Muco bem 

pegajoso 

IAE71b 1 1 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,2 - 

RBR1a 1 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,0 - 

IAE71c 1 1 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,5 

Opaca no 

centro e 

translúcida 

nas bordas 

(borda 

hialina) 

RBR1b 1 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8 

Opaca no 

centro e 

translúcida 

nas bordas 

(borda 

hialina) 

IAE20a 1 2 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,7 - 

RBR6a 1 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,4 - 

RBR6b 1 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,3 - 

RBE40a 1 2 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,6 - 

RBR53a 1 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8 - 

RBR53c 1 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8 - 

IAR33a 1 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,4 

Opaca no 

centro e 

translúcida 

nas bordas 

(borda 

hialina) 
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Anexo B. (continuação) 

IAE45c 1 1 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,1 

Opaca no 

centro e 

translúcida 

nas bordas 

(borda 

hialina) 

IAE45a 1 1 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,6  

RBR53b 1 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 0,8  

IAR33b 1 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,2  

IAE45b 1 1 
IACSP95-

5000 
Endosfera Rápido Ácido 

Branca (início) 

Amarela(depois) 
Opaca 2,8 

Branca no 

ínicio e 

depois se 

torna 

amarela (5 

dias). 

 

IAR33c 1 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,5  

IAR64a 1 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Rápido Ácido 

Branca com 

centro amarelo 
Translúcida 3,0  

IAR59b 1 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,7 

Muco bem 

pegajoso 

IAR59c 1 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,9 

Muco bem 

pegajoso 

IAR59a 1 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,3  

RBE39b 1 1 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,4  

RBR2a 1 2 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8  

RBR29b 1 3 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,0  

RBR29c 1 3 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,6  

RBR29a 1 3 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,1  

RBE39a 1 1 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,9  

RBR2c 1 2 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 0,7  
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Anexo B. (continuação) 

RBR1c 1 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,7 

Opaca no 

centro e 

translúcida 

nas bordas 

(borda 

hialina) 

IAE20b 1 2 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8  

RBR2b 1 2 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,7  

IAR12b 1 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8  

IAR12c 1 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,6  

IAE71a 1 1 
IACSP95-

5000 
Endosfera Rápido Ácido Branca Opaca 1,5  

IAR146b 2 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Neutro Branca Transparente 1,7 

massa da 

colônia de 

aparência 

aquosa 

RBR179a 3 1 RB867515 Rizosfera Rápido Ácido 
Branca com 

centro amarelo 
Translúcida 5,7 

Branca no 

ínicio e 

depois se 

torna 

amarela. 

Bastante 

muco. 

RBR134b 2 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,5  

IAR96b 2 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,6  

RBR109a 2 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,2  

RBR104a 2 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8  

RBE112a 2 3 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,0  

IAR141b 2 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,57 Mucosa 

IAR121b 2 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,4 Mucosa 
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Anexo B. (continuação) 

IAE99b 2 3 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,4  

IAR91b 2 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,9  

IAR118a 2 3 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,7  

IAR91c 2 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,4  

IAR116a 2 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 0,7  

RBE85a 2 1 RB867515 Endosfera Lento Neutro Branca Opaca 1,7  

RBE110b 2 1 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,2  

RBE137b 2 3 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8  

RBE137a 2 3 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,7  

IAE147a 2 1 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,5  

RBR129a 2 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8  

RBR109c 2 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,0  

RBR159b 3 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,48  

RBE110a 2 1 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,55  

IAE123a 2 2 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,1  

RBE110c 2 1 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8 

Muco 

pegajoso 

(colônia 

pegajosa) 

RBE137c 2 3 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,6 

Muco 

pegajoso 

(colônia 

pegajosa) 

RBE135a 2 1 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,5  

RBR179c 3 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,8  

RBR204c 3 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,8  

RBR204b 3 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 1,9  

RBR204a 3 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,0  

RBR179b 3 1 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,7  
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Anexo B. (continuação) 

IAR191c 3 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,8  

IAR191a 3 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,4  

IAR191b 3 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,9  

IAR221c 3 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 0,8 

massa e 

colônia 

iniciam por 

vários 

pontinhos 

IAR166a 3 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,4  

IAR195a 3 5 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,4  

IAR221b 3 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,6  

IAR167c 3 2 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 0,6 

muco da 

colônia é 

seco ( 

Semelhante à 

IAR195a) e 

formada por 

pontinhos 

como em 

IAR221c 

IAR167b 3 2 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 0,6 

muco seco 

como em 

IAR167c 

IAR167a 3 2 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,2 

muco 

pegajoso 

IAE198b 3 2 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,1  

IAE198a 3 2 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,6  
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Anexo B. (continuação) 

IAR171a 3 6 IACSP95-5000 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,00 
formada por pontinhos como em 

IAR221c 

IAR171b 3 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 0,9 

formada por pontinhos como em 

IAR221c 

IAR195b 3 5 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,6  

IAR171c 3 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,16  

IAR195c 3 5 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,9  

IAR216a 3 1 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,6  

IAE174c 3 3 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,  

IAE174b 3 3 
IACSP95-

5000 
Endosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1  

IAR221a 3 6 
IACSP95-

5000 
Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 0,8  

RBR184a 3 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,60  

RBR184b 3 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,0  

RBR157a 3 4 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,1  

RBR209c 3 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,0  

RBR209b 3 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,7  

RBR209a 3 6 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,0  

RBR158a 3 5 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 1,6  

RBE160a 3 1 RB867515 Endosfera Lento Alcalino Branca Translúcida 2,3  

RBR158b 3 5 RB867515 Rizosfera Lento Alcalino Branca Opaca 2,50  
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Anexo C. Distribuição dos isolados pertencentes às amostras dentro dos genótipos obtidos 

pelo dendrograma através de BOX PCR 

Amostras IAR1 IAE1 IAR2 IAE2 IAR3 IAE3 RBR1 RBE1 RBR2 RBE2 RBR3 RBE3 

Compartimento R E R E R E R E R E R E 

Bloco 1 1 2 2 3 3 1 1 2 2 3 3 

G1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G3 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

G4 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

G5 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 

G6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 

G8 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

G9 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G10 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

G11 1 0 0 0 0 0 2 0 0 1 3 0 

G12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

G13 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

G14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

G15 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 

G16 1 1 3 0 1 0 4 0 1 0 0 0 

G17 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G18 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G19 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 

G20 2 1 0 0 1 1 4 1 1 0 2 0 

G21 1 0 1 0 7 1 2 1 0 0 2 0 

G22 0 0 1 0 1 0 0 0 1 2 1 0 

G23 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

G24 0 0 0 0 3 0 0 0 0 3 0 0 

G25 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0 

G26 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

G27 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

G28 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

(RBR) amostra de rizosfera da cultivar RB867515, (RBE) amostra de endosfera da cultivar RB867515, (IAR) 

amostra de rizosfera da cultivar IACSP95-5000, (IAE) amostra de endosfera da cultivar IACSP95-5000, (1) 

Bloco 1, (2) Bloco 2 e (3) Bloco 3. R = Rizosfera; E = Endosfera; G = Genótipos BOX. 
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Anexo D. Primeiro hit no BLAST das sequências amplificadas do gene recA dos isolados 

obtidos (continua) 
Isolados Hits Max 

score 

Total 

score 

Query 

cover 

E 

value 

Ident Accession 

RBR134b Bradyrhizobium sp. day16 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

917 917 93% 0 99% KF532917.1 

RBE39b Bradyrhizobium sp. 

BRUESC968 recombinase A 

(recA) gene, partial cds 

939 939 96% 0 99% KU058210.1 

RBE40a Bradyrhizobium sp. CCBAU 

51172 RecA-like gene, partial 

sequence  

915 915 97% 0 99% EU370067.1 

IAE71b Bradyrhizobium sp. day16 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

928 928 93% 0 99% KF532917.1 

IAE45b Rhizobium hainanense strain 

CCBAU 57015 recombinase A 

(recA) gene, partial cds 

745 745 99% 0 93% HM047132.1 

IAE123a Bradyrhizobium genosp. 

TUXTLAS-17 strain 109m 

recombinase A protein (recA) 

gene, partial cds  

917 917 96% 0 99% FJ970336.1 

IAE20b Bradyrhizobium sp. wall44 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

907 907 94% 0 99% KF532932.1 

IAE71 a Burkholderia silvatlantica strain 

PPCR-2 recombinase A (recA) 

gene, partial cds  

983 983 99% 0 99% HQ398596.1 

IAR59a Bradyrhizobium sp. 

BRUESC968 recombinase A 

(recA) gene, partial cds  

939 939 95% 0 99% KU058210.1 

IAR91b Bradyrhizobium elkanii strain 

BuMiT6 recombination protein 

A (recA) gene, partial cds  

942 942 94% 0 100% EU574266.1 

IAE198b Bradyrhizobium sp. ADU16 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

966 966 100% 0 99% KF933552.1 

IAR216a Bradyrhizobium sp. wall44 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

907 907 94% 0 99% KF532932.1 

IAR64a Rhizobium tropici strain RHM14 

RecA protein (recA) gene, partial 

cds 

909 909 100% 0 97% JQ085274.1 

IAE45c Bradyrhizobium sp. VULI21 

partial recA gene for 

recombinase A, isolate VULI21  

926 926 94% 0 99% LT630303.1 

RBR109c Bradyrhizobium sp. wall44 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

913 913 94% 0 99% KF532932.1 

RBE112a Bradyrhizobium sp. DW10.1 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

911 911 94% 0 100% KM247832.1 

RBR204b Bradyrhizobium elkanii strain 

BRUESC963 recombinase A 

(recA) gene, partial cds  

867 867 99% 0 99% KU058215.1 

IAE174c Bradyrhizobium elkanii strain 

BuMiT6 recombination protein 

A (recA) gene, partial cds  

933 933 97% 0 99% EU574266.1 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4HA6TC4B015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1019597661?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4X4BP4YH014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_177542611
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_177542611
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_177542611
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/177542611?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4X4YVG4Z014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4X6EJ0SM015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299152210
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299152210
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299152210
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299152210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4X7VMH7K014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190629
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190629
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190629
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289190629?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4X9GWMUG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XE07GJE014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_325459871
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_325459871
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_325459871
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325459871?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XETTJ3W015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1019597661?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XFZAGDW014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_190612015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_190612015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_190612015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/190612015?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XGFERSG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_702066349
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_702066349
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_702066349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/702066349?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XH5DKWA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XHNW1NU014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_383470426
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_383470426
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_383470426
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/383470426?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XJEDJEJ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1100790190
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1100790190
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1100790190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1100790190?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XK7NGNJ01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XKR716N014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697870628
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697870628
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697870628
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/697870628?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XM7GHYB014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597671
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597671
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1019597671?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4XMWYFCE015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_190612015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_190612015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_190612015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/190612015?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=801HJ5YG015
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Anexo D (continuação) 

IAE45a Bradyrhizobium elkanii strain 

IAR12 recombinase A (recA) 

gene, partial cds  

924 924 95% 0 99% JQ809815.1 

IAE99b Bradyrhizobium sp. Pter12 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

869 869 94% 0 99% KF532927.1 

IAR146b Bradyrhizobium sp. wall44 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

926 926 94% 0 99% KF532932.1 

IAR33c Bradyrhizobium sp. BR 3262 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

924 924 93% 0 99% KF828817.1 

RBR179b Bradyrhizobium sp. day16 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

907 907 94% 0 100% KF532917.1 

RBE110a Bradyrhizobium sp. IAR18B 

recombinase A (recA) gene, 

partial cds  

915 915 95% 0 99% JQ809823.1 

RBR209b Bradyrhizobium sp. CCBAU 

51172 RecA-like gene, partial 

sequence  

917 917 97% 0 99% EU370067.1 

IAR167b Bradyrhizobium sp. SA1 strain 

GC1d recombination protein 

RecA (recA) gene, partial cds  

870 870 91% 0 100% EU364680.1 

RBR179a Rhizobium sp. 1B partial recA 

gene for Recombinase A, strain 

1B 

854 854 88% 0 99% LN890811.1 

RBR6b Bradyrhizobium sp. 

BRUESC968 recombinase A 

(recA) gene, partial cds  

933 933 97% 0 99% KU058210.1 

IAR91c Bradyrhizobium sp. BR 3262 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

941 941 93% 0 99% KF828817.1 

IAR195c Bradyrhizobium sp. ADU16 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

976 976 99% 0 99% KF933552.1 

IAR191b Bradyrhizobium sp. wall44 

recombination protein A (recA) 

gene, partial cds  

928 928 94% 0 99% KF532932.1 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406367575
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406367575
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406367575
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/406367575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=801NT5Y5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853534
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853534
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853534
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853534?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=801SXYZ6015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82B39FJH014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_583831383
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_583831383
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_583831383
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/583831383?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82BSEN03014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82CGYN57014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406367591
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406367591
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406367591
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/406367591?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82H5BS6W014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_177542611
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_177542611
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_177542611
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/177542611?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82J880ZE014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169883188
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169883188
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169883188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169883188?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82JYMR28014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1104677190
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1104677190
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1104677190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1104677190?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8YTT6R71014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019597661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1019597661?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8YUFCDAV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_583831383
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_583831383
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_583831383
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/583831383?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8YV48GEW014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_702066349
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_702066349
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_702066349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/702066349?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8YW0D2K9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_558853544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558853544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8YWPUAJ0014
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Anexo E. Primeiro hit no BLAST das sequências amplificadas da região ITS dos isolados obtidos (continua) 

Isolados Hits Max 

score 

Total 

score 

Query 

cover 

E 

value 

Ident Accession 

RBR134b Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1563 1563 100% 0 99% KX396569.1 

RBE39b Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-17 strain 10m 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial sequence  

1482 1482 93% 0 100% FJ970443.1 

IAE45a Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete seq 

1565 1565 100% 0 99% KX396569.1 

RBR179a Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli DNA, internal transcribed spacer, 

partial sequence, strain: Gut-3  

870 870 86% 0 85% AB740475.1 

IAR146b Bradyrhizobium sp. SEMIA 6053 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence  

1602 1602 93% 0 99% FJ391101.1 

RBR6b Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-17 strain 10m 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial sequence  

1312 1601 99% 0 96% FJ970443.1 

IAR33c Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete seq 

1548 1548 100% 0 99% KX396569.1 

IAR91c Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete seq 

1557 1557 100% 0 99% KX396569.1 

RBR179b Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1572 1572 100% 0 100% KX396569.1 

IAE174c Bradyrhizobium elkanii strain USDA 86 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence; tRNA-Ile and tRNA-Ala genes, complete sequence; and 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

1591 1591 100% 0 100% AF293379.1 

        

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8DB5XR2D014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289190448?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ESV3BDA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EUXZKS8014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_440646804
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_440646804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/440646804?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EWAJHZ9014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458720
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/229458720?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EXAV9WZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289190448?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EY3CMXC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EYWWA4T015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EZSK3WG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8F7KR1FV015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_11321093
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_11321093
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_11321093
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/11321093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8F87T1U1015
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Anexo E. (continuação) 

RBE40a Bradyrhizobium sp. Crj-2 16S ribosomal RNA, partial sequence; tRNA-

Ile and tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA, 

partial sequence 

1445 1445 97% 0 99% AF510949.1 

IAE71b Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1585 1585 100% 0 100% KX396569.1 

IAE45b Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1576 1576 100% 0 99% KX396569.1 

IAE123a Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1568 1568 99% 0 100% KX396569.1 

IAE20b Bradyrhizobium sp. SEMIA 6053 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence  

1580 1580 93% 0 99% FJ391101.1 

IAR59a Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-17 strain 10m 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial sequence  

1482 1482 92% 0 100% FJ970443.1 

IAR91b Bradyrhizobium elkanii strain USDA 4348 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence; and tRNA-Ile, tRNA-Ala, and 23S ribosomal RNA 

genes, complete sequence 

1578 1578 100% 0 100% JQ911631.1 

IAE198b Bradyrhizobium elkanii strain DTC9 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer, partial sequence 

1539 1539 100% 0 99% FJ436375.1 

IAR216a Bradyrhizobium sp. SEMIA 6053 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence  

1596 1596 92% 0 99% FJ391101.1 

IAE45c Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1568 1568 100% 0 99% KX396569.1 

        

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_31323950
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_31323950
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_31323950
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31323950?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8F8TUJSD014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8F9H0ZU6015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FAABB07014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FAUY7ZR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458720
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/229458720?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FBE4XGC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289190448?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FFRE3HN015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_392973411
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_392973411
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_392973411
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392973411?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FGAKJF4014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_215254247
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_215254247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215254247?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FGVX0Z2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458720
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/229458720?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FHJWDJ8014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FJGYAK2015
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Anexo E. (continuação) 

RBR109c Bradyrhizobium sp. SEMIA 6145 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence  

1576 1576 92% 0 99% FJ391135.1 

RBE112a Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1565 1565 100% 0 99% KX396569.1 

RBR204b Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-17 strain 10m 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial sequence  

1482 1482 92% 0 100% FJ970443.1 

RBE135a Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1568 1568 100% 0 100% KX396569.1 

IAR195c Bradyrhizobium elkanii strain DTC9 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer, partial sequence 

1519 1519 100% 0 99% FJ436375.1 

RBE110a Bradyrhizobium arachidis strain CCBAU 33067 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence  

1411 1411 96% 0 99% GU433587.1 

IAR33b Bradyrhizobium genosp. TUXTLAS-17 strain 10m 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial sequence  

1482 1482 93% 0 100% FJ970443.1 

IAR191a Bradyrhizobium elkanii strain DTC9 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer, partial sequence 

1528 1528 100% 0 99% FJ436375.1 

IAE99b Bradyrhizobium elkanii isolate CI-1A 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, tRNA-Ile and 

tRNA-Ala genes, complete sequence; and 23S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 

1572 1572 100% 0 100% KX396569.1 

IAR191b Bradyrhizobium sp. SEMIA 6053 16S-23S ribosomal RNA intergenic 

spacer and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence  

1592 1592 92% 0 99% FJ391101.1 

RBR209b Bradyrhizobium arachidis strain CCBAU 33067 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence  

1434 1434 95% 0 100% GU433587.1 

IAR167b Bradyrhizobium sp. TSA15y genes for 16S rRNA, 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer, 23S rRNA, partial sequence, strain: TSA15y 

1375 1375 100% 0 97% AB542428.1 

RBE110c Bradyrhizobium arachidis strain CCBAU 33067 16S-23S ribosomal 

RNA intergenic spacer and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence  

1415 1415 95% 0 99% GU433587.1 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458754
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/229458754?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FK13R94014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H2M545T014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289190448?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H40U87Z015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H4K5RKV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_215254247
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_215254247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215254247?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H59GD4N015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289623083
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289623083
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289623083?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H5PDUFJ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289190448
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289190448?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H67SGPV015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_215254247
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_215254247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215254247?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H6W1J2V015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1072290522
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1072290522?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H7AT85S014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458720
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_229458720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/229458720?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H7XAU4X015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289623083
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289623083
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289623083?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H8KKAYT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_284163294
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_284163294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/284163294?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8H9MX9HP01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289623083
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_289623083
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289623083?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HA9R4WP016


76 

 

Anexo F. Primeiro hit no BLAST das sequências amplificadas do gene nodC dos isolados obtidos (continua) 

Isolados Hits Max 

score 

Total 

score 

Query 

cover 

E 

value 

Ident Accession 

RBR134b Bradyrhizobium sp. BR 3262 N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, 

partial cds  

1114 1114 99% 0 99% KF828819.1 

RBE39b Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 61217 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, partial cds  

1037 1037 93% 0 99% FJ418731.1 

IAE45a Bradyrhizobium sp. SEMIA 6208 N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) 

gene, complete cds  

998 998 100% 0 96% KP234521.1 

IAR146b Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 65893 nodulation protein C (nodC) 

gene, partial cds  

961 961 100% 0 97% GU433576.1 

RBR6b Bradyrhizobium sp. BR 3262 N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, 

partial cds  

1031 1031 99% 0 100% KF828819.1 

IAR33c Bradyrhizobium elkanii strain USDA 3203 N-acetylglucosaminyltransferase 

(nodC) gene, partial cds  

1037 1037 94% 0 99% EF153407.1 

IAR91c Bradyrhizobium embrapense strain SEMIA 6208 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, complete cds  

939 939 100% 0 94% KP234521.1 

RBR179b Bradyrhizobium sp. BR 3262 N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, 

partial cds  

1110 1110 100% 0 99% KF828819.1 

IAE174c Bradyrhizobium sp. ADU16 N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, 

partial cds 

1116 1116 100% 0 99% KF933581.1 

RBR129a Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 23174 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, partial cds  

1011 1011 100% 0 97% DQ010032.1 

RBE40a Bradyrhizobium arachidis strain CCBAU 33067 nodulation protein C 

(nodC) gene, partial cds  

1057 1057 93% 0 100% GU433569.1 

IAE71b Bradyrhizobium embrapense strain SEMIA 6208 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, complete cds  

1016 1016 100% 0 97% KP234521.1 

IAE45b Bradyrhizobium embrapense strain SEMIA 6208 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, complete cds  

1000 1000 100% 0 96% KP234521.1 

IAE123a Bradyrhizobium embrapense strain SEMIA 6208 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, complete cds  

1094 1094 100% 0 99% KP234521.1 

IAE20b Bradyrhizobium sp. ADU16 N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, 

partial cds 

1018 1018 100% 0 97% KF933581.1 

IAE71a Bradyrhizobium sp. AG14 NodC (nodC) gene, partial cds  1024 1024 91% 0 100% KF196798.1 

IAR59a Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 61217 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, partial cds  

1033 1033 93% 0 99% FJ418731.1 

        

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_583831370
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_583831370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/583831370?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82MGXTJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_213950809
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_213950809
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213950809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CFFR10S015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_756419229
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_756419229
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/756419229?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82SPT1U0015
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Anexo F. (continuação) 

IAR91b Bradyrhizobium embrapense strain SEMIA 6208 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, complete cds  

974 974 100% 0 95% KP234521.1 

IAE198b Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 65893 nodulation protein C (nodC) 

gene, partial cds  

1018 1018 100% 0 99% GU433576.1 

IAR216a Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 23174 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, partial cds  

1007 1007 99% 0 97% DQ010032.1 

IAE45c Bradyrhizobium embrapense strain SEMIA 6208 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, complete cds  

1000 1000 100% 0 96% KP234521.1 

RBR109c Bradyrhizobium sp. ADU16 N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, 

partial cds 

1099 1099 100% 0 99% KF933581.1 

RBE112a Bradyrhizobium embrapense strain SEMIA 6208 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, complete cds  

1038 1038 100% 0 97% KP234521.1 

RBR204b Bradyrhizobium sp. AG14 NodC (nodC) gene, partial cds  1014 1014 100% 0 100% KF196798.1 

RBE135a Bradyrhizobium sp. BR 3262 N-acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, 

partial cds  

1105 1105 100% 0 99% KF828819.1 

IAR195c Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 23174 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, partial cds  

1092 1092 98% 0 99% DQ010032.1 

RBE110a Bradyrhizobium arachidis strain CCBAU 33067 nodulation protein C 

(nodC) gene, partial cds 

1037 1037 93% 0 99% GU433569.1 

IAR33b Bradyrhizobium embrapense strain SEMIA 6208 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, complete cds  

1016 1016 100% 0 97% KP234521.1 

IAR191a Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 65668 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, partial cds  

961 961 100% 0 98% EU622092.1 

IAE99b Bradyrhizobium sp. P10-5 NodC (nodC) gene, partial cds  1024 1024 91% 0 100% KF196794.1 

IAR191b Bradyrhizobium elkanii strain CCBAU 23174 N-

acetylglucosaminyltransferase (nodC) gene, partial cds  

1007 1007 99% 0 97% DQ010032.1 

RBR209b Bradyrhizobium arachidis strain CCBAU 33067 nodulation protein C 

(nodC) gene, partial cds  

1020 1020 93% 0 99% GU433569.1 

IAR167b Bradyrhizobium sp. P11-1 NodC (nodC) gene, partial cds  1014 1014 91% 0 99% KF196796.1 

RBE110c Bradyrhizobium arachidis strain CCBAU 33067 nodulation protein C 

(nodC) gene, partial cds  

1037 1037 93% 0 99% GU433569.1 
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