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Resumo: 

O feijão-de-porco é uma planta leguminosa utilizada como adubo verde, fornecendo tanto uma 

cobertura de solo como os nutrientes para uma cultura principal. O estudo da microbiota associada a 

esta planta pode auxiliar no entendimento do papel ecológico das interações entre planta/bactéria. 

Assim o objetivo deste estudo foi realizar a caracterização bioquímica e molecular de bactérias 

isoladas de feijão-de-porco cultivadas no Cerrado. Para as caracterizações bioquímicas foram 

avaliados 18 isolados bacterianos a partir do perfil proteico total, obtido por eletroforese SDS-PAGE. 

Para a determinação molecular o DNA das amostras foi utilizado para PCR da região marcadora 

intergênica 16S-23S rDNA. Pela análise do perfil proteico foi elaborado um dendrograma com 56% de 

similaridade formação de sete grupos. Já na análise molecular a similaridade observada foi de 75% 

em cinco grupos. A partir destes resultados foi possível observar que as bactérias isoladas de feijão-

de-porco possui uma variabilidade fenotípica das proteínas maior do que a genética e que já é 

possível supor uma diversidade nos endofíticos estudados. Estas bactérias podem ser utilizadas em 

testes in vivo e in vitro para avaliação da sua capacidade de promoção de crescimento para feijão-de-

porco no Cerrado goiano, focando uma maior sustentabilidade para esta cultura. 
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Introdução 

 

Os nitratos e nitritos são as formas utilizáveis do nitrogênio (N) pela planta, e 

podem ser produzidos naturalmente pela fixação biológica de nitrogênio, mediada 

por microrganismos (HUNGRIA & ARAUJO, 1994). Ainda aspectos fisiológicos e 

bioquímicos de bactérias associadas às plantas podem auxiliar na seleção como a 

avaliação da capacidade de produção de melanina, que está relacionada com a 

maior capacidade de nodulação (PIÑERO et al., 2007). 



 

 

Nas leguminosas as bactérias do tipo rizóbios podem se associar com as 

raízes simbioticamente e produzir nódulos característicos onde ocorre a efetiva 

fixação biológica de nitrogênio, pela ação do complexo da enzima nitrogenase 

(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O feijão-de-porco (Canavalia ensiformis) é uma 

leguminosa da família Fabaceae, utilizada como adubo verde e capaz de realizar a 

FBN pela associação com os rizóbios. O feijão-de-porco é uma leguminosa 

conhecida como adubo verde, e é utilizada no sistema de plantio direto, sem aração 

do solo, que contribui melhorando a estrutura e fertilidade do solo diminuindo o 

aporte de insumos sintéticos (FERREIRA et al., 2016). 

Pela caracterização bioquímica e genética é possível estabelecer a 

identificação correta das bactérias associadas ao feijão-de-porco para serem 

utilizadas em estudos ecológicos e autenticação das estirpes utilizadas na 

formulação de inoculantes comerciais (CHUEIRE, et al., 2003). A partir destas 

informações será possível delinear estratégias de seleção de estirpes eficientes no 

processo de fixação biológica do nitrogênio (COSTA, 2014). Assim o objetivo deste 

trabalho foi caracterizar bioquímica e molecularmente bactérias isoladas de feijão-

de-porco cultivadas no Cerrado goiano. 

Material e Métodos 

 

A pesquisa foi realizada no Laboratório Bioquímica de Microrganismos da 

CCET da Universidade Estadual de Goiás (UEG) localizado em Anápolis, Goiás. 

Bactérias 

Foram utilizadas as bactérias Rhizobium etli CFN42, R. tropici BR322, como 

referência para todos os testes. Foram utilizadas 18 bactérias isoladas dos nódulos 

de feijão-de-porco (Canavalia ensiformis) obtidas em estudos posteriores, cultivado 

na região de Goiás Foi verificado a pureza dos isolados e estes foram mantidas em 

solução de glicerol 30% estéril a -20 °C. 

Caracterização bioquímica 

Para os ensaios as bactérias selecionadas foram crescidas em meio YM líquido 

a 30ºC por 48h, e procedido às extrações das proteínas totais segundo (DUGHRI e 

BOTTOMLEY, 1983). Os extratos proteicos foram analisados por eletroforese em gel 

desnaturante (SDS-PAGE) em gel descontínuo: 4,5% gel concentrador e 12,5% gel 

separador segundo (LAEMMLI, 1970). As condições de corrida e a coloração foram 



 

 

realizadas segundo (SAMBROOK et al., 2000) e o gel foi fotografado em foto 

documentador com câmera digital. 

Caracterização molecular 

DNA das bactérias foi extraído segundo (CHUEIRE, 2003) e utilizado para a 

reação de amplificação pela técnica da PCR (polymerase chain reaction). A 

amplificação foi realizada utilizando o primer da região intergênica pHR (5′-

TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3′) e p23 (5’-GGTTCTTTTCACCTTTCCCTC 3’) 

segundo Reis Júnior, Reis e Santos-Teixeira (2004). Os fragmentos obtidos foram 

analisados por gel de agarose (1%) segundo (SAMBROOK et al., 2000) e os géis 

foram observados em transluminador UV e fotografados com câmera digital.  

Análise dos dados 

Foi utilizado o software Vision Works para análise dos géis obtidos e assim foi 

possível o cálculo da média da massa molecular das proteínas dos isolados (kDa) 

utilizando um marcador de massa de referência. O perfil de bandas obtido nos géis 

de proteínas totais foi utilizado para elaboração de uma matriz binária e analisado no 

programa NTSYS pelo algoritmo UPGMA e Coeficiente de Jaccard (J) para geração 

de um dendrograma de similaridade (bioinformática).  

 

 Resultados e Discussão  

 

Foram testados 18 isolados, obtidos de nódulos de feijão-de-porco (Canavalia 

ensiformis). Pela análise das proteínas totais dos isolados por SDS-PAGE foi 

possível identificar bandas que variam de tamanho 309 a 5 kDa (Figura 1 A e B). Um 

perfil padrão de bandas foi observado para certas bactérias (Figura 1 A linhas 1, 2, 

3, 4 e 5; B linhas 2, 4, 5, 6, 7, 8 e 9) que tem perfil de bandas muito semelhantes. 

Estas semelhanças se refletem no dendrograma onde os agrupamentos ocorreram 

no G1 e no G5 onde a similaridade estimada é de pelo menos 80% (Figura 2). Pelos 

dados é possível inferir que estes isolados pertençam a grupos taxonômicos 

próximos a família Rhizobiaceae. Não foi possível observar similaridade maior que 

65% entre os isolados e os controles indicando que estes podem não pertencer a 

estas espécies Rhizobium.  

Pelo dendrograma foi estimada uma similaridade média de 56% entre os 

isolados e as bactérias padrões com formação de sete grupos (Figura 2). Foi 

possível observar que em G1, 3 isolados (40.10, 40.22 e 40.30) apresentaram 



 

 

similaridade de 100%. O mesmo foi obtido para os isolados 60.6, 60.7, 60.10 e 60.14 

em G5 (Figura 2). Esta similaridade indica a semelhança fenotípica destes isolados 

indicando que estes podem pertencer ao mesmo gênero. Os demais isolados 

apresentaram menor similaridade revelando uma diversidade fenotípica do perfil 

proteico das bactérias estudadas (Figura 1 e 2). 

A expressão fenotípica em proteína, revela as diferenças genéticas de isolados 

bacterianos, podendo ser utilizado para distinguir diferenças intra e inter específicas 

(DUGHRI E BOTTOMLEY 1983; MOREIRA et al., 2006). 

A partir dos dados de PCR utilizando como marcador a região intergênica, 16S-

23S rDNA foi realizada a análise de similaridade genética, sendo possível observar a 

formação de 5 grupos com similaridade de 75% (Figura 3). Nesta análise foram 

utilizados 12 isolados, pois para os demais não foi obtido amplificação. O grupo2 

(G2) foi composto por 7 isolados com similaridade de 100% indicando baixa 

variabilidade para esta região e proximidade taxonômica destas bactérias.  

 

Figura 1 - Análise eletroforética em SDS-PAGE das proteínas totais de 18 isolados 

bacterianos de nódulos de feijão-de-porco. A: Linhas 1) isolado 22-9; 2) isolado 40-

10; 3) isolado 40-19; 4) isolado 40-22; 5) isolado 40-30; 6) isolado 60-23; 7) isolado 

20-13; 8) Marcador; 9) isolado CFN 42; linha 10 isolado BR 322. B: Linhas: 1) 

isolado 60-15; 2) isolado SAF R3N3; 3) isolado 40-14; 4) isolado 44-4; 5) isolado 60-

6; 6) isolado 60-7; 7) isolado 60-10; 8) isolado 60-14; 9) isolado 60-17; 10) isolado 

60-22; 11) MARK; 12) isolado SAF R3N2. 

 



 

 

 
 
Figura 2: Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA com o 

coeficiente de similaridade Jaccard (software NTSYS-pc versão 2.10) dos dados de 

SDS-PAGE dos perfis das proteínas totais de 18 isolados de nódulos de feijão-de-

porco, bactérias padrão Rhizobium tropici (BR322) e R. etli (CFN 42). 

 

 

No G1 100% de similaridade também foi observada para os isolados 40-19 e 

60-14, podendo ser estas do mesmo gênero. Já no G4 e G5, contendo os isolados 

SAF-R1N1 e SAF-R1R2 respectivamente, foram considerados menos similares em 

relação aos demais isolados. Também foi observada uma similaridade baixa com a 

bactéria de referência CFN42 (R. etli), indicando que os isolados não são 

relacionados filogeneticamente.  

A região intergênica 16S-23S rDNA vem sendo utilizada como marcador para 

identificar heterogeneidade genética entre as amostras e permite a identificação de 

variação em grupos de microrganismos. Esta técnica simples com uma simples 

amplificação pode permitir a distinção de grupos genéticos e estimar a similaridade 

de grupos de bactérias endofíticas (BOAKYE et al., 2016). 

Pela comparação dos dados genéticos e do perfil proteico houve baixa 

similaridade entre os agrupamentos indicando que estas devem ser consideradas 

em conjunto para uma análise mais robusta. 



 

 

 

 
Figura 3: Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA com o 

coeficiente de similaridade Jaccard (software NTSYS-pc versão 2.10) do perfil de 

bandas da PCR da região intergênica (16S-23S rDNA) de 12 isolados de nódulos de 

feijão-de-porco, bactérias padrão Rhizobium tropici (BR322) e R. etli (CFN 42). 

       
 

Pelos dados é possível afirmar que os isolados apresentam uma diversidade 

entre si e baixa similaridade com as bactérias de referência, sendo que novas 

estratégias de estudo devem ser realizadas para a determinação definitiva da 

taxonomia. Estes isolados de feijão de porco, deverão ter o sequenciamento da 

região gênica do 16S DNA ribossomal realizado para a colocação taxonômica 

definida. 

Isolados de guandu do pantanal de Mato Grosso foi avaliado fenotipicamente e 

geneticamente, mas não foram utilizadas as mesmas metodologias que as utilizadas 

em nosso estudo (COSTA et al., 2014). Costa e colaboradores (2014) observaram 

uma grande diversidade, tanto fenotípica como genética, entre os 21 isolados 

avaliados indicando que as bactérias associadas a esta planta no ambiente com alta 

umidade é bem diverso. 

Há poucos estudos com bactérias endofíticas de feijão-de-porco cultivadas no 

Cerrado sendo que os dados gerados neste trabalho são iniciais e poderão auxiliar 

no entendimento da microbiota associada a esta planta. 



 

 

Pelos dados foi possível observar que os isolados avaliados no ambiente seco 

e de alta concentração de sais do solo do Cerrado apresentaram uma diversidade 

entre si, sendo que novas estratégias de estudo devem ser realizadas para a 

determinação definitiva da diversidade, baseada na determinação da taxonomia 

destas bactérias. Estes isolados de feijão-de-porco, deverão ter o sequenciamento 

da região gênica do 16S DNA ribossomal realizado para a colocação taxonômica 

definida, assim como testes de inoculação in vivo e in vitro deverão ser realizados 

para avaliar a possibilidade de utilização destes na formulação de inoculante para 

este adubo verde no Cerrado goiano. 

 

Considerações Finais 

 

- Pelas caracterizações do perfil proteico e análise genética da região intergênica 

16S-23S rDNA de 18 isolados bacterianos de nódulos de feijão-de-porco foi possível 

observar uma diversidade fenotípica e genética entre as bactérias avaliadas. 

- Os dados obtidos nesta caracterização serão utilizados em estudos posteriores 

para a seleção de bactérias para a formulação de inoculantes visando o cultivo 

sustentável de plantas de feijão-de-porco no Cerrado goiano. 

- A caracterização desta população adiciona informações importantes ao 

conhecimento já existente sobre bactérias presentes em solos do Cerrado goiano 

colaborando para o entendimento da biodiversidade da microbiota neste Bioma. 
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