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RESUMO 

 

A microbiota da Caatinga é submetida a condições peculiares, como mudanças de 

temperatura, intensa radiação solar e estresse hídrico, desta forma, espera-se uma especialização 

desses microrganismos. Sabe-se pouco sobre os microrganismos presente no solo dessa região, 

sendo assim, o conhecido dessa diversidade pode auxiliar na compreensão das estratégias 

adaptativas adotadas por esses organismos para sobreviverem no solo da Caatinga, e a longo 

prazo, podem auxiliar ações futuras direcionadas à preservação e ao uso sustentável do 

semiárido brasileiro, assim como a prospecção de produtos bioativos que volta a ser alvo, nos 

últimos anos, da indústria farmacêutica e indústria alimentícia. Desta forma, o objetivo deste 

trabalho foi estudar a diversidade da comunidade microbiana em duas áreas da Caatinga no 

semiárido Paraibano através do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e da REP-PCR com 

o primer (GTG)5. Os nossos resultados revelaram que o filo Firmicutes foi o mais abundante 

nos solos das duas áreas, sendo o gênero Bacillus o mais representativo. Bacillus cereus, 

Bacillus megaterium e Enterobacter cloacae foram identificadas nas duas áreas, já as espécies 

Bacillus thuringiensis, Paenibacillus sp, Serratia marcescens, Routella sp., e Celullomonas sp. 

foram encontradas apenas na APA Cariri. Enquanto, Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas 

maltophilia, Micrococcus luteus, e Leifsonia shinshuensis ocorreram apenas na Fazenda 

Tamanduá. Além da identificação, os isolados bacterianos, Bacillus cereus, Enterobacter 

cloacae e Celullomonas sp., espécies mais representativas na APA Cariri e Burkholderia 

cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Micrococcus luteus e Bacillus megaterium na Fazenda 

Tamanduá, foram tipificados por REP-PCR com o primer (GTG)5, demonstrando diversidade 

de perfis genéticos, desta forma, os resultados demostram que nas áreas estudadas além da 

diversidade de espécies bacterianas pode existir uma diversidade de linhagens dessas espécies, 

o que pode refletir diferentes estratégias adaptativas ao ambiente. Este é um trabalho pioneiro 

que aborda a diversidade edáfica de duas áreas no Semiárido paraibano, portanto, trabalhos 

futuros visam correlacionar os isolados com diferentes perfis intra-específicos com mecanismos 

adaptativos desenvolvidos por estes, o que pode contribuir para estudos de preservação e 

manejo desse ecossistema. 

 

Palavras-Chave: Diversidade Bacteriana, Identificação molecular, Semiárido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Microorganisms found in this ecosystem exhibit specific mechanisms to ensure their 

survival in this environment that provides singular conditions, such as temperature changes, 

intense solar radiation and hydrous stress. Because of that,it is expected a high specialization 

of this microbiota. Despite this, there are few data in the scientific literature about bacterial 

community in caatinga soil, although, the knowledge of thismicrobiota couldhelp in 

conservation and maintenanceprogramsof thisecosystem, and, in addition, may provide new 

alternatives to bioprospection of enzymes and bioactive substances, providingan important 

alternative for economic and social development of the region. Therefore, this work aimed to 

identify the diversity of microbial community in two areas of the Caatinga in semiarid Paraiba 

through the partial sequencing of the 16S rRNA gene and REP-PCR. Our results showed that 

Firmicutes phylum was the most abundant in soils of both areas, and the genus Bacillus was the 

most representative. Bacillus cereus, Bacillus megaterium and Enterobacter cloacae were 

identified in the two areas, the species Bacillus thuringiensis, Paenibacillus sp., Serratia 

marcescens, Routella sp., and Celullomonas sp. Were exclusive at APA Cariri. While 

Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Micrococcus luteus, and Leifsonia 

shinshuensis, were exclusive to Fazenda Tamanduá. In addition to identifying, the most 

representative species of two areas were typed by REP-PCR with "primer" (GTG) 5, showing 

the diversity of genetic profiles, in this way, the results showed that in the studied areas besides 

the diversity of bacterial species there can be a diversity of lineages of these species, which may 

reflect different strategies adaptive to the environment. This is a pioneering work that addresses 

the edaphic diversity of two areas in the semi-arid region of Brazil, so future works aim to 

correlate the isolates with different intraspecific profiles with adaptive mechanisms developed 

by them, which may contribute to the preservation and management studies of this ecosystem. 

 

Keywords: Bacterial diversity. Molecular identification. Semiarid. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

Os microrganismos são submetidos a condições abióticas e nutricionais variadas, desta 

forma cada micro-habitat é ocupado por aqueles que são aptos a colonizar o ambiente e se 

estabelecer. A maior parte da biomassa viva no solo é composta por microrganismos, que 

participam dos ciclos biogeoquímicos, disponibilizando energia e nutrientes no solo, esses 

organismos exercem atividade de decomposição de matéria orgânica, fazem o controle 

biológico de pragas e doenças em plantas, promovem o crescimento vegetal, sendo assim, 

desempenham um importante papel na manutenção do solo e produtividade (Hill et al., 2000; 

Barea et al., 2005; Silva, 2012).  

Durante vários anos, a Caatinga foi considerada um ecossistema com baixa 

biodiversidade, mas estudos recentes têm confirmado que ele suporta um alto endemismo de 

plantas e animais (Leal et al., 2005). As condições ambientais descontinuas do solo, como sua 

composição, capacidade de intercambio de íons, pH, disponibilidades de água, variações 

climáticas, estrutura do solo e atividade biológica (simbiose, comensalismo, predação, 

mutualismo e competição), atuam diretamente na diversidade e composição das comunidades 

microbianas (Grisi, 2011; Monteiro, 2012; Nascimento, 2013; Bononi, 2016). 

A Caatinga corresponde a cerca de 11% do território nacional, ocupando 70% do 

nordeste brasileiro, sendo presente em quase todos os estados do Nordeste, com exceção do 

Maranhão. A formação vegetal da Caatinga com relação à sua aparência e composição é 

considerada heterogenia, abrigando uma alta diversidade de espécies arbustivas e arbóreas de 

pequeno porte, frequentemente dotadas de espinhos (Telino-Júnior, 2010; De Mello, 2012; 

Pereira Júnior, 2012; Alves, 2013; Melo, 2016). 

A vegetação da Caatinga em geral é caracterizada como arbóreo-arbustivas, crescem em 

solos que passam por longos períodos de seca, diante disso, desenvolveu adaptações 

morfológicas e/ ou fisiológicas que minimizam os efeitos dos longos períodos de seca, dentre 

esses mecanismos, podemos destacar a caducifolia, fechamento estomático, senescência e 

ajustamento osmótico, dado o início do período de estiagem, a Caatinga exibe uma feição seca, 

sem folhagem, daí a origem do nome "caatinga", que vem do Tupi e significa "mata branca", 

referindo-se à estratégia ecofisiológica à deficiência hídrica (Da Silva, 2004; Leal, 2005; Sousa, 

2006; Costa, 2009; Melo, 2016). 

O clima característico da Caatinga é o semiárido, com uma grande incidência de 

radiação solar,  temperaturas que oscilam entre 22° C e 32° C, e solos expostos à luminosidade 

cerca de 2.800 horas no ano (Melo, 2016), apresentam ainda uma baixa taxa de umidade relativa 

13
  



e baixa nebulosidade, composto por um regime pluviométrico baixo, onde a maior parte  da 

região recebe menos de 750 mm e em áreas mais centrais menos de 500mm (Leal, 2005), com 

duas estações bem distintas: uma estação chuvosa, com duração de três à cinco meses, e uma 

longa estação de seca, de sete a nove meses, ocorrendo nos meses de junho à dezembro, 

ocasionando uma elevada evaporação, com um marcante déficit hídrico (De Mello, 2012).   

As regiões áridas e semiáridas sofrem naturalmente degradação, devido as condições 

climáticas características do semiárido. Entretanto, práticas agropecuárias como, a retirada de 

espécies vegetais nativas por cultivos pastagens e as queimadas, resultam em um desequilíbrio 

da fauna, causam degradação da cobertura vegetal e aceleram processos erosivos no solo, 

portanto, ocorre à perda de diversidade biológica (Oliveira et al., 2008; Telino-Júnior, 2010; 

Grisi, 2011; De Mello, 2012; Beltrão, 2014). 

O semiárido paraibano apresenta distintas classes de solos, com diferentes 

características morfológicas e posições na paisagem, as planícies são caracterizadas por solos 

do tipo latossolos, são argilosos e minerais, com boa porosidade e rico em nutrientes. Os 

planaltos, são gerados da decomposição do arenito, solos pobres em nutrientes e ácidos, 

resultando em depósitos arenosos ou pedregosos rasos (Lima, 2017).  

O solo é formado a partir da decomposição de um material rochoso, sendo composto 

por partículas sólidas (minerais e orgânicas – matriz do solo), uma fração gasosa (poros – ar do 

solo) e uma fração líquida (constituída por água e sais – solução do solo), a proporção das 

partículas de areia, silte e argila, constituem a textura do solo, a organização desses 

componentes formam agregados, esse sistema de poros possibilita a formação de micro-

habitats, que variam quanto à forma, composição e estabilidade, produzindo um mosaico de 

microambientes com características complexas e heterogêneo, um habitat único que possibilita 

o desenvolvimento das mais diversas formas de vida (Torsvik; Øvreås, 2002; Ranjard, 2001).  

As bactérias são consideradas mais abundantes em relação aos outros microrganismos 

no solo (Bononi, 2016). Os filos mais encontrados nos solos são, Actinobacteria, 

Proteobacteria, Planctomycetes, Acidobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Cyanobacteria e 

Bacteroidetes (Moreira, 2006; Ferreira, 2016). Apesar dos poucos estudos em solo da Caatinga, 

alguns trabalhos demonstram que os filos Proteobacteria, Firmicute, Actinobacteria e 

Acidobacteria são os mais abundantes em solos com características peculiares como, pouca 

umidade e temperaturas elevadas assim como encontramos na Caatinga (Moreira, 2006). 

Segundo Chanal et al. (2006) estudando um deserto ao sul da Tunísia encontrou predominância 

dos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria. De acordo com Ferreira (2016), 

encontrou a abundancia dos filos Bacteroidetes, Firmicutes e Chloroflexi em solos 
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desertificados da Caatinga. Em solos desertos da antártica Van Horn (2013) encontrou a 

dominância dos filos Actinobacteria, Acidobacteria e Bacteroidetes. Neilson et al., (2012), em 

solos áridos do Deserto do Atacama no Chile encontrou dominância de Actinobacteria e 

Chloroflexi.  

As bactérias podem apresentar mecanismos adaptativos como o desenvolvimento de 

estruturas resistentes, sendo elas, uma morfologia filamentosa, ou estruturas de resistência 

como esporos e endósporos, que são estruturas mais resistentes que as células vegetativas, pois 

resistem ao calor, a radiação ultravioleta e dessecação, além disso podem produzir compostos 

bioativos (Frechaut, 2014), como enzimas e antibióticos que inibem o crescimento de outras 

bactérias e possíveis predadores, alguns membros podem ainda ser metabolicamente diversos 

(Rampelotto, 2013); assim como relatado por Gorlach-Lira e Coutinho (2007) em solos do cariri 

paraibano que isolaram cepas com atividades celulolítica, amilolítica, proteolítica e 

quitinolítica. 

A biota do solo pode ser classificada em micro, meso e macrofauna, tendo como base 

seu tamanho (Moreira, 2006). As primeiras camadas do solo, entre 1 a 30 cm de profundidade, 

abrigam uma grande quantidade de microrganismos, que ocupam menos de 0,5 % do volume 

total do solo (Da Silva, 2013; Bononi, 2016). Portanto, um grama de solo pode abrigar uma 

vasta diversidade de microrganismos desconhecidos. 

Os estudos voltados para ecologia microbiana ainda são limitados, principalmente em 

solos da Caatinga, estimasse que no máximo 10% das espécies microbianas foram descobertas, 

dependendo do hábitat estudado, mostrando assim a vasta diversidade microbiana que ainda se 

encontra desconhecida (Araújo, 2011; Mesquita, 2011). 

A palavra Ecologia tem origem no grego oikos e significa casa e logos que significa 

estudo, portanto, estudo da casa, a partir disto surgiu à Ecologia Microbiana, que é responsável 

por analisar à interação dos microrganismos com o ambiente biótico e abiótico (Araújo, 2011).  

Apesar da vasta diversidade microbiana existe, a caracterização taxonômica 

convencional (morfológica e bioquímica) para identificação da microbiota, tem aplicação 

limitada a grupos de microrganismos que podem ser isolados e cultivados em condições de 

laboratoriais,  devido a variabilidade fenotípica apresentada pelos microrganismos, essa técnica 

apresenta baixo poder discriminatório, portanto, a aplicação de técnicas moleculares podem ser 

mais precisas em classificar as linhagens individuais de bactérias em espécies, e o arranjo de 

espécies em gêneros e grupos superiores (Gevers, 2005; Madigan, 2010; Klaczko, 2003; 

Rosselló-Mora, 2001). 
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Diferentes técnicas têm sido aplicadas a bactérias como ferramentas para a identificação 

e diferenciação inter e intra-específica, como a técnica de Polymerase chain reaction – Reação 

em cadeia da polimerase (PCR) que possibilita estudos a nível molecular das células 

microbianas, sendo possível realizar estudos com espécies microbianas cultiváveis e não-

cultiváveis (Chapaval, 2006; Deuner, 2012). A maior vantagem dessa técnica de tipagem está 

baseada no polimorfismo de DNA e no seu alto poder discriminatório, cuja aplicabilidade é 

universal. Essas metodologias vêm permitindo a diferenciação de linhagens muito próximas e 

com características fenotípicas similares (Lucena, 2010). 

O desenvolvimento de metodologias moleculares surgiu para contornar as limitações 

associadas com as técnicas de cultivo dos microrganismos em laboratório. Atualmente para 

estudos de comunidade microbiana tem se utilizado técnicas como à análise de restrição 

do rDNA amplificado (ARDRA), o polimorfismo do tamanho do fragmento de restrição 

terminal (T-RFLP), a eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE), a amplificação 

aleatória de DNA polimórfico (RAPD), a eletroforese em gel de gradiente de temperatura 

(TGGE), além da análise do gene 16S rRNA (TORSVIK; ØVREAS, 2002). 

O gene 16S rRNA, é um marcador genético, considerado universal, pois está presente 

em todos os seres vivos, este gene exibe nove regiões hipervariáveis, que são utilizadas como 

relógio molecular e permite inferir distâncias filogenéticas no estudo de diversas populações 

microbianas (Lucena, 2010; Almeida, 2017). 

Além disso, uma das vantagens do uso do gene 16S de rRNA é a sua disponibilidade 

em bases de dados, que em sua grande maioria são gratuitos, o que facilita a comparação entre 

o banco de dados e novas sequencias obtidas (Giaretta, 2010; Tarazi, 2010). Entretanto, foram 

relatadas algumas limitações como a descoberta da ocorrência de cópias em Bactérias e em 

Archaea, encontrando-se de 1 a 15 cópias do gene 16S rRNA em bactérias (Neves, 2016). Além 

por apresentar uma grande conservação a identificação de espécies de bactéria através, 

unicamente, do sequenciamento da região 16S apresenta um poder de resolução limitado 

(Lucena, 2010). 

Apesar disso, o uso desse marcador tem contribuído principalmente para análise de 

comunidades microbiana em diversos ambientes como Mata Atlântica, Amazônia e Cerrado 

(Cenciani et al., 2009; Faoro et al., 2010). A utilização do gene 16S rRNA tem se mostrado 

muito importante para a ecologia microbiana, sendo possível investigar e determinar posições 

filogenéticas de comunidades bacterianas do meio ambiente (Almeida, 2017). No solo, a 

utilização do 16S rRNA, tem sido capaz de determinar os principais táxons bacterianos 
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(Silveira, 2004; Janssen, 2006). Além disso, esse método possui a vantagem de redução do 

tempo de análise, diminuição do custo do trabalho.  

Novas técnicas baseadas no polimosfismo do DNA, tem surgido para se identificar e 

classificar microrganismos, como por exemplo a análise de sequencias repetitivas. Cinco 

porcento do genoma microbiano contêm elementos repetitivos de DNA, são encontrados 

frequentemente em regiões interagências e extragênicas. Estas sequências de elementos 

mostram hipervariabilidade entre indivíduos, desta forma podem ser usados para gerar 

“impressões digitais” que são particulares para um indivíduo (Schneider, 1996; Ishii e 

Sadowsky, 2009).  

A REP – PCR ou PCR de elementos palindrómicos repetitivos, é uma técnica 

considerada como extremamente confiável, reprodutível, rápida e altamente discriminatória 

(Versalovic et al., 1994; Louws et al., 1998). Essa técnica utiliza-se de “primers” 

complementares de sequências de DNA repetitivas presentes em múltiplas cópias no genoma 

bacteriano e altamente conservadas (Telino-Júnior, 2010; Ferreira, 2016; Melo, 2016; Neves, 

2016). Existem três famílias de sequências repetitivas que são frequentemente identificadas, a 

REP-PCR (sequencias repetitivas extragênicas palindrômicas) com 35- 40bp, ERIC-PCR 

(sequências consenso intergênica repetitivas enterobacterianas) com 124-127bp e BOX-PCR 

(elemento BOX) com 154bp (Versalovic et al., 1991; Versalovic et al., 1994).  

A Rep-PCR gera padrões que são susceptíveis a mudanças ao longo do tempo sendo 

provocadas por fatores que alteram a estrutura da genômica dos microrganismos, desta forma, 

as impressões digitais por rep-PCR podem ser usadas para avaliar a evolução do genoma 

microbiano e a filogenia molecular, além da plasticidade dos genomas microbianos (ISHII, 

2009). 

A técnica de Rep-PCR é aplicada para estudos de um amplo grupo de organismos, desde 

procariontes até mamíferos (Ramírez Castrillón, 2012), tem sido aplicada em estudos voltados 

para a classificação de patógenos humanos e vegetais, simbiontes de plantas, tem se mostrado 

de grande importância para estudos de ecologia microbiana, pois permite a classificação, 

identificação e da diversidade genética de microrganismos (Ishii, 2009, Rademaker, 1998). A 

Rep-PCR se mostrou uma ferramenta útil em estudos filogenéticos de bactérias fixadoras de 

nitrogênio e cepas do gênero Nitrobacter isolados de origens geográficas e ecofisiologicamente 

diferentes (Ishii, 2009). 

A REP –PCR utilizando como iniciador o (GTG)5 tem se mostrado uma ferramenta 

promissora para estudos de tipagem genética em diversos grupos bacterianos, estudos feitos 

com lactobacilos por Gevers et al. (2001), utilizando das técnicas REP-PCR, BOX-PCR e 
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(GTG)5 - PCR, demonstrou que a (GTG)5 -PCR foi a que apresentou os melhores resultados 

para tipagem de lactobacilos e outras bactérias lácticas em alimentos. Kheiri (2017), utilizou a 

(GTG)5 –PCR e a BOX – PCR em estudos com E.coli e obteve resultados mais discriminativos 

para a tipologia de E. coli com o método (GTG)5 -PCR em comparação com a BOX- PCR. 

De Vuyst (2008), avaliou a técnica de (GTG)5
 -PCR fingerprinting para bactérias do 

ácido acético, e obteve resultados semelhantes aos de Gevers et al. (2001), obtendo padrões 

exclusivos para a maioria estirpes, o que permite indicar a utilidade desta técnica para 

identificação a nível de espécie e caracterização abaixo do nível de espécie para as cepas AAB. 

Ryberg (2011), também obteve resultados promissores para Cepas de Klebsiella, demonstrando 

que esse método parece ter o potencial de separar K. pneumoniae e K. oxytoca isolados em 

agrupamentos específicos.  

Esse método tem se mostrado uma ferramenta valiosa para a tipagem e identificação de 

diferentes grupos de bactérias e leveduras (Gao, 2018), por exemplo, Staphylococcus (Svec, 

2010; Braem, 2011) ou lactobacilos (Lucena, 2010; Sharif, 2017). 

Os fragmentos amplificados da REP-PCR geram identidades genômicas e permitem a 

diferenciação em nível de espécies, subespécies e cepa, se mostrando uma poderosa ferramenta 

para estudos de ecologia microbiana, microbiologia ambiental, diagnósticos moleculares, 

microbiologia médica e análises epidemiológicas (Ishii, 2009). 

Existe pouca informação acerca da biodiversidade dos microrganismos presente no solo 

da Caatinga, são poucos os trabalhos que foram realizados para estimar a microbiota da 

Caatinga. Como os microrganismos são conhecidos por produzir uma ampla variedade de 

metabólitos como enzimas, antibacterianos, antifúngicos, antitumorais, antivirais, 

antinematódeos, anti-insetos, inibidores enzimáticos, imunosupressores, efetores de 

crescimento, pigmentos, vitaminas entre outros, o conhecimento da sua biodiversidade pode 

propiciar a busca por novas enzimas e substâncias bioativas para diversas aplicações 

biotecnológicas, constituindo assim uma importante alternativa para desenvolvimento 

econômico e social. O conhecimento da microbiota pode auxiliar nos trabalhos direcionados à 

conservação, reabilitação, práticas de manejo sustentável do solo no semiárido, já que são 

vulneráveis à degradação continuada. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Identificar a diversidade da comunidade microbiana em duas áreas da Caatinga no 

semiárido Paraibano. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

a) Comparar a diversidade microbiana do solo entre duas áreas de proteção no semiárido. 

 

b) Avaliar a diversidade taxonômica de espécies bacterianas por meio do sequenciamento 

parcial do gene 16S rRNA. 

 

c) Identificar os principais grupos de isolados bacterianos nas duas áreas de estudadas e 

quantificá-los. 

 

d) Validar a REP-Pcr para estudos de diversidade e ecologia microbiana.  
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Área de coleta  

 

Figura 1: Mapa das áreas de coleta amostrais. 

  

Acervo GDBM 

 

As amostras de solo utilizadas para este trabalho foram coletadas no semiárido 

paraibano: Área de Proteção Ambiental (APA) do Cariri (7º23‟30"S e 36º31‟59"W) localiza-

se na microrregião do Cariri Paraibano. É uma sub-região do Planalto da Borborema oriental, 

que se encontra localizada na porção centro-sul do Estado e abrange os municípios de 

Cabaceiras, Boa Vista e São João do Cariri, possui uma área total de 18.560 ha e altitude média 

de 500 m, com precipitação média anual de 400 mm, delimitada por seis vértices, e por limites 

naturais constituídos por trechos do Rio Taperoá e Riacho Gangorra. A vegetação predominante 

é a caatinga arbustiva, que se encontra bastante alterada devido a longos anos de exploração, 

incluindo a retirada de lenha e caprinocultura (De Vasconcellos Barbosa, 2007). 

E a Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) Fazenda Tamanduá que se situa 

no município de Santa Terezinha, na Mesorregião do Sertão paraibano, Latitude 7o2’20” S e 

Longitude 37º26’43” W, distante 18 km da cidade de Patos e 320 km da capital, João Pessoa. 

A RPPN possui uma área de 325 ha e não é explorada há mais de 30 anos, sendo a vegetação 

caracterizada como Caatinga arbustiva-arbórea fechada. 

 

3.2 Isolamento das bactérias  

 

As amostras de solo foram coletadas de forma aleatória em 10 parcelas de 100 m2, com 

distâncias de pelo menos 250 m, sobrepostas a uma grade de 100 pontos em mapa do Google 

Earth Pro (licença: 8-0668000001302). A coleta foi feita no ponto central de cada parcela, 
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foram coletadas 10 amostras por área de coleta, entre as camadas 0 - 20 cm do solo, 

assepticamente em sacos plásticos esterilizados e transportadas para o laboratório à 4 º C 

(Beltrão, 2014). Estas amostras foram utilizadas para análise física química e microbiológica 

do solo. 

O isolamento seguiu metodologia de enriquecimento segundo Soares Jr. e colaboradores 

(2012). Para avaliar a população cultivável de bactérias foi utilizada uma alíquota de 1 mL de 

cada amostra e diluições seriadas foram realizadas na proporção 1:10.  

Selecionamos a diluição 10-6 para prosseguir o isolamento.100 uL da diluição 10-6 foram 

cultivados em triplicata meio de cultura TSB possuindo ágar 1,5% (Soares Jr et al., 2012) 

acrescido de cicloheximidina (50 mg/mL) a 37ºC por 48h. As colônias selecionadas foram 

purificadas por esgotamentos e mantidas em suspensões de glicerol estéril (20%) a -20ºC. 

Para estudo de abundância e densidade populacional, procedeu-se a contagem de UFC 

(Unidade Formadora de Colônia) nas 10 parcelas, resultantes das médias das triplicatas. Após 

a análise de abundância nas dez parcelas coletadas em cada área de estudo, procedeu-se a 

seleção aleatória das quatro parcelas de estudo por área, seguida da caracterização morfológica 

das colônias, analisando-se principalmente aspectos como forma, cor e tamanho, a fim de se 

obter dados sobre a diversidade bacteriana de cada parcela. 

 

3.3 Identificação molecular 

 

3.3.1 Extração de DNA 

 

As células de bactérias foram cultivadas em tubos de plástico de 15 ml contendo 10 ml 

de meio de cultura a 37oC e utilizadas para extração de DNA a partir da metodologia 

modificada, descrita por Moreira e colaboradores (2005), sem o tratamento prévio das culturas 

bacterianas com cloreto de lítio.  

O cultivo foi centrifugado a 4000 rpm por 10 min, desprezando-se o sobrenadante. O 

pellet foi ressuspendido em 1mL de água milli Q, transferido para um microtubo e centrifugado 

a 4000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e no microtubo foi adicionado 1mL de 

TE10 (Tampão: Tris 50mM, EDTA 10mM, pH 8,0) e lisozima (10mg/mL), que após 

ressuspenso foi colocado sob agitação por 1h a 37ºC. Centrifugou-se a 4000 rpm por 10 min e 

então desprezou-se o sobrenadante. 

A segunda etapa segue a ressuspensão do precipitado com 540μL de TE10, 60μL de 

SDS a 10% e 3μL de RNAse (20mg/mL), homogeneizado por inversão a 10 min até que a 
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suspensão fique translucida. Foram acrescentados 600μL de clorofane (solução de fenol: 

clorofórmio: álcool isoamílico, na proporção de 25:24:1) homogeneizado por inversão a 5 min.  

A suspensão foi centrifugada a 14000 rpm por 10 min, com a separação da fase superior 

aquosa, que foi transferida para um outro microtubo. Fez-se o acréscimo de 600μL de clorofil 

(solução de clorofórmio: álcool isoamílico, na proporção de 24:1) e a suspensão foi centrifugada 

a 14000 rpm por 10min. A fase superior aquosa foi novamente transferida para um outro 

microtubo e o DNA foi precipitado em 600μL de isopropanol (1vol) absoluto gelado, numa 

centrifugação a 14000 rpm por 30min a 4ºC. 

O precipitado foi em seguida ressuspendido em 500μL de etanol 70% e novamente 

centrifugado a 14000 rpm por 10min a 4ºC, seco a temperatura ambiente. Por fim, foi feita a 

ressuspensão do DNA com 100μL de água ultrapura estéril e armazenado a -20°C. 

 

3.3.2 REP-PCR 

 

As reações de amplificação dos elementos palindrómicos repetitivos (REP) do DNA 

bacteriano foram realizadas a partir da complementariedade do primer (GTG)5 (5'-

GTGGTGGTGGTGGTG-3 ') (Lucena et al, 2010).  Em volume final de 25μL contendo 0,2 

pmol de cada iniciador, 0.2mM de cada dNTP, tampão de reação (1X) com 3mM de MgCl2, 

0,025μg/μL BSA e 1U/μL de Taq DNA polimerase. 

A amplificação foi programada para 1 ciclo de desnaturação de 7 minutos à 95°C, 

seguido de 30 ciclos de desnaturação à 95°C por 1 minuto, anelamento à 40°C por 1 minuto, 

extensão à 65°C por 8 minutos, e extensão final à 65°C por 16 minutos (Versalovic et al., 1994). 

Os produtos de amplificação foram separados em gel de agarose 1.5% submetidos a 5h/100V 

em tampão TBE 0,5X, corados em SIBER, visualizados em transiluminador ultravioleta. 

 

3.3.3 Sequenciamento  

 

A região interna do gene 16S do rRNA foi amplificada utilizando os primers pA 

(5′AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3′) e pH (5′AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3′) 

(Thompson et al., 2001). As reações de amplificação foram preparadas para o volume final de 

50μL contendo 0,5μM de cada iniciador, 0.2mM de cada dNTP, tampão de reação (1X) com 

1,5mM de MgCl2 e 1U/μL de Taq DNA polimerase (Lucena et al., 2010). 

As amplificações seguiram a programação de: 1 ciclo de desnaturação de 5 min à 95°C; 

3 ciclos de desnaturação à 95°C por 1 min; anelamento à 46°C por 2’15’’; extensão à 72°C por 
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1’ 15’’; 30 ciclos de desnaturação à 95°C por 35min; anelamento à 46°C por 1’15’’; extensão 

à 72°C por 1’15’’; e extensão final à 72°C por 7min. 

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1.5% a 5h/100V 

em tampão TBE 0,5X, corados em SIBER, e a banda correspondente foi purificada com o 

PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen), conforme instruções. E então enviados para 

sequenciamento realizado no ABI Prism Sequencer 3500 (Applied Biosystems, USA). 

As sequências resultantes foram analisadas usando o pacote de softwares STADEN 1.6, 

com as ferramentas Pregap4 e Gap4, posteriormente submetidas à busca de similaridade no 

banco de dados do Centro Nacional de Informação Biotecnológica (NCBI), utilizando a 

ferramenta Blast N (Altschul et al.,1997), e ao Ribosomal Database Project (RDP), assumindo 

similaridades superiores a 97% para identificação especifica, para o gene rDNA16S (Gevers et 

al., 2005). 

Quando não assumidos os níveis determinados de similaridade, as sequencias foram 

submetidas a análise filogenética com as sequências das linhagens tipo, indicadas na List of 

Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (Euzéby, 1997), e obtidas no NCBI. O 

alinhamento múltiplo dessas sequências foi realizado a partir do programa CLUSTALw 

(Thompson et al., 1994) e visualizado através do programa MEGA 6. 

O programa MEGA 6 foi utilizado para construção e visualização das árvores 

filogenéticas geradas (Tamura et al., 2007). Os agrupamentos baseados nas inferências 

filogenéticas foram construídos aplicando o algoritmo Neighbour-Joining (Saitou e Nei, 1987) 

com testes estatísticos bootstrap com 2000 replicações. 

 

4 RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

4.1 Analise da Abundância 

 

A contagem média de unidades formadoras de colônia (UFC) por grama de solo seco 

para a quantificação média da população bacteriana do solo da APA Cariri foi de 3.52x109 

UFCs e da Fazenda Tamanduá foi de 2.43x109. A comparação entre as duas áreas estudadas, 

demonstrou que não existe diferenças significativas quanto à abundância (p = 0,1399). 

Segundo Cavalcante (2017), a microbiota do solo de regiões semiáridas é fortemente 

influenciada pelas condições adversas nestes ambientes, como altas temperaturas, recursos 

hídricos escassos, disponibilidade de nutrientes e de compostos químicos, todos esses fatores 

influenciam diretamente na composição das comunidades microbianas do solo. 
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Beltrão (2014) analisou as mesmas amostras de solo das quais utilizamos para estudos 

de identificação microbiológica e observou que o solo da APA Cariri apresentou maiores 

valores de matéria orgânica disponível e fósforo em comparação com os solos da Fazenda 

Tamanduá. A ocorrência de matéria orgânica favorece a maior aeração e disponibilidade de 

nutrientes, com consequente aumento na população bacteriana (Souto et al, 2008). Sendo assim, 

um solo com teor elevado de matéria orgânica, tende a manter a população microbiana mais 

estável ao longo do ano, provavelmente, em decorrência da riqueza de nichos ecológicos, pela 

heterogeneidade das fontes de carbono (De Fede et al., 2001; Grayston et al., 2001). Balser et 

al., (2001) demonstra em seus estudos que a disponibilidade de carbono, fosforo e nitrogênio 

são fontes caracterizadas como limitantes e que podem influenciar na estrutura da comunidade 

bactérias. 

Nossos dados de abundancia são maiores que os registrados por Gorlach-Lira e 

Coutinho (2007) que encontraram valores entre 106 – 107 UFCs para bactérias totais em 

amostras de solo também na APA Cariri. Já na Fazenda Tamanduá, Souto et al (2008) observou 

valores de 104. Lima et al. (2014) estudou amostras do solo em diferentes tipos de vegetação 

do semiárido brasileiro para verificar a abundância de populações cultiváveis, encontrando a 

contagem média de 5 x 10⁶ UFC/g na amostra da Caatinga natural. Portanto, podemos inferir 

que a diferença no que se refere a abundancia bacteriana registrada em nosso trabalho podem 

ser justificados devido a diferenças metodológicas, como a escolha da profundidade de 0-20 

cm. Em condições naturais a população microbiana se concentra nas camadas superficiais do 

solo, sofrendo redução a partir dos 30 cm, em decorrência da redução nas trocas gasosas e 

disponibilidade de nutrientes (Carvalho, 2012). Entretanto, em solos da caatinga as camadas 

superficiais sofrem maiores perturbações devido à baixa umidade, altas temperatura e radiação 

solar. 

Outra diferença metodológica, foi o uso da técnica de enriquecimento para o isolamento 

das bactérias, essa técnica tem como característica importante o aumento do número de 

bactérias tornando-as detectável (Tortora et al., 2006), desta forma, pode ter favorecido nos 

maiores valores de abundância encontrados, já que Soares Jr et al (2012), em solos da antártica 

e da caatinga utilizou o método de enriquecimento e encontrou uma maior abrangência de 

grupos bacterianos como organismos termotolerante, actinobactérias, bactérias esporulantes, 

bactérias com fluorescências e outras. 
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4.2 Estudo da diversidade 

 

Os filos Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria normalmente são 

encontrados nos solos (Makhalanyane, 2015). Em solos da Amazônia central e Oriental 

Cannavan (2007; 2012), relatou a ocorrência dos filos, Bacteriodetes, Chlamydiae, Chloroflexi, 

Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes, 

Proteobacteria, Verrucomicrobia. Já na Mata Atlântica Massini (2009), estudando a 

bioprospecção de genes biossintéticos de policetídeos em DNA metagenômico detectou os 

filos, Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria. 

A microbiota dos solos da Caatinga se comparado com solos de outros ecossistemas 

sofre maiores pressões ambientais, devido as flutuações extremas de temperatura, geralmente 

baixo nível de nutrientes, altos níveis de radiação ultravioleta incidente (UV), sendo assim 

espera-se um baixo número de espécies endêmicas, todavia, a diversidade taxonômica nos 

biomas de solos da Caatinga é surpreendente sendo mais diversa do que inicialmente foi 

assumido (Ferreira, 2010; Silva, 2015). Sendo assim, em nossos estudos foi possível detectar 

diferentes filos bacterianos nas amostras dos solos das duas áreas de proteção ambiental do 

semiárido, sendo eles, Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria, o filo Bacteroidetes 

apareceu apenas na Fazenda Tamanduá. Estes resultados são similares a estudos anteriores em 

solos da Caatinga. Por exemplo, Taketani et al. (2015) em estudos com amostras de solo da 

rizosfera na região do semiárido do Brasil, encontrou abundancia de Actinobacteria e 

Proteobacteria. Em solos desertificados da Caatinga, Ferreira (2016), relatou abundância dos 

filos Bacteroidetes, Firmicutes e Chloroflexi. Já Bononi (2016) avaliou o impacto da umidade 

do solo sobre a estrutura das comunidades bacterianas em solos da Caatinga e da Mata 

Atlântica, e relatou a dominância de Actinobacteria nos solos da Caatinga. Também em solos 

da Caatinga, Pacchioni et al. (2014) observou a maior frequência de Actinobacteria e 

Bacteriodetes. 

Analisando especificamente a diversidade da APA Cariri e da Fazenda Tamanduá, foi 

possível observar que apesar da APA Cariri apresentar o maior número de unidades formadoras 

de colônias, ela apresentou uma diversidade de espécies menor que a Fazenda Tamanduá 

(Figura 2). 
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Figura 2: Espécies representativas da APA Cariri e Fazenda Tamanduá. 

Acervo GDBM 

 

4.2.1 Diversidade de espécies especificas da APA Cariri. 

 

As espécies identificadas na APA Cariri foram: Bacillus cereus, Bacillus megaterium, 

Bacillus thuringiensis Paenibacillus sp, do filo Firmicutes; Enterobacter cloacae, Serratia 

marcescens e Routella sp., do filo Proteobacteria e Cellulomonas sp. do filo Actinobacteria 

(Figura 3). Os gêneros Bacillus, Enterobacter e Cellulomonas foram os mais representativos 

dos filos Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria respectivamente. 

 

Figura 3: Distribuição dos gêneros dominantes da APA Cariri. 

 

Acervo GDBM 

 

O gênero Paenibacillus sp., assim como as espécies Bacillus cereus e Bacillus 

thuringiensis são relatadas em ecossistemas com pouca disponibilidade de água, como o 

semiárido e o deserto. Essas espécies formam endósporos, favorecendo a ocorrência em 

ambientes secos, devido à resistência ao calor e à dessecação (Kavamura, 2012). O gênero 
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Paenibacillus sp., foi encontrada em solos alcalinos (Yoon et al., 2005), assim como em 

sedimentos Antárticos (Montes et al., 2004), e areia do deserto (Lim et al., 2006). Coba (2012), 

relatou a ocorrência das espécies Paenibacillus apiarius, Paenibacillus alvei, Paenibacillus 

polymyxa e o gênero Paenibacillus sp., a maior variedade de espécies encontrada por esse autor 

pode ser associada ao fato do estudo ser realizado em solos do Cerrado durante duas estações 

(úmida e seca). Em solos do Cariri, Grisi (2011), detectou a presença das espécies Paenibacillus 

illinoisensis e Paenibacillus favisporus, entretanto, as espécies identificadas por este autor 

foram previamente selecionadas quanto a produção de celulases e xilanases, podendo favorecer 

a identificação destes organismos.   

A espécie Bacillus cereus foi mais predominante no solo da APA Cariri. Soares Jr. e 

colaboradores (2012) selecionou bactérias celulolíticas da Caatinga na região de Canindé 

(Ceará) e o grupo de maior abundância também foi Bacillus. A maior representatividade de 

Bacillus também foi exibida por Kavamura (2013), em estudos de solos e rizosfera de bactérias 

associadas às cactáceas da Caatinga.  Contudo, este autor realizou coletas durante dois períodos 

(chuvoso e seco) e para a obtenção de bactérias com crescimento em meio com atividade 

reduzida de água, utilizou da adição de sorbitol ao meio de cultura, desta forma pode ter 

favorecido a ocorrência de espécies com formação de endósporos.  

O gênero Cellulomonas sp. também foi isolado por Ding et al. (2013) e Kheta Ram 

(2012). Contudo, Ding et al. (2013) realizou a identificação voltada para actinobacterias e em 

ecossistemas desérticos. Já Kheta Ram (2012) isolou as cepas de Cellulomonas sp. em 

diferentes solos de florestas. 

Da Cruz Filho (2013) relata a ocorrência de Serratia marcescens em solos associadas a 

plantas. Coba (2012), em solos do Cerrado durante duas estações (úmida e seca), também isolou 

a espécie Serratia marcescens, a escolha da coleta nas duas estações pode ter favorecido a 

presença dessa espécie.  Em estudos de solos e rizosfera de bactérias associadas às cactáceas da 

Caatinga, durante duas estações (úmida e seca), Kavamura (2013) identificou o gênero Serratia 

sp., entretanto, para a obtenção de bactérias com crescimento em meio com atividade reduzida 

de água, utilizou da adição de sorbitol ao meio de cultura. 

Sato (2011) relata a ocorrência de Enterobacter cloacae na fixação de nitrogênio 

simbiótico em plantas e na produção de hormônios de crescimento vegetal. Grisi (2011), 

analisou o solo de pastagem nativa no Cariri paraibano e identificou sequencias pertencentes a 

família Enterobacteriaceae. Em estudos com microrganismos rizosféricos, endorizosféricos e 

endofíticos de várias espécies vegetais de desertos ao norte de Sinai, Hanna et al. (2012) 

detectou a presença de Enterobacter cloacae. Coba (2012), identificou as espécies Enterobacter 
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aerogenes, Enterobacter sp., e Mesquita (2011), identificou a espécie Enterobacter Cowanii, e 

o gênero Enterobacter sp. em solos do Cerrado, que são os que apresentam as características 

mais próximas as da Caatinga. 

 

4.2.2 Diversidade de espécies especificas da Fazenda Tamanduá. 

 

As espécies mais representativas da Fazenda Tamanduá foram: Burkholderia cepacia, 

Stenotrophomonas maltophilia, pertencentes ao filo Proteobacteria; Bacillus megaterium, 

pertencente a Firmicutes; Micrococcus luteus, Leifsonia shinshuensis, pertencentes ao filo 

Actinobacteria (Figura 4). O gênero Bacillus, Burkholderia foram os mais representativos dos 

filos Firmicutes e Proteobacteria. 

 

Figura 4: Distribuição dos gêneros dominantes da Fazenda Tamanduá. 
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Sabendo que as plantas podem hospedar comunidades microbianas especificas quando 

crescidas juntas no mesmo solo, os microrganismos podem desempenhar função ecológica que 

concedem benefícios as plantas como a melhoria das propriedades físicas do solo, auxílio na 

agregação do solo pela produção de exopolissacarídeos e biofilme (Kavamura, 2012). Sendo 

assim, Stenotrophomonas maltophilia, possui capacidade de se aderir superfícies através de 

fímbrias (Ryan, 2009), podem desta forma se aderir a partículas do solo e formar agregados 

celulares e biofilmes, a presença de fatores de fixação às partículas do solo, podem ser 

estratégias que promovem a proteção de predadores e condições de estresse, como as que são 

submetidas nos solos da caatinga (Caesar-Tonthat et al., 2007; Neves, 2016). Essa espécie foi 

encontrada por Park et al. (2005), com alta atividade de nitrogenases na rizosfera de sete 

diferentes plantas da Coreia. Chowdhury (2007) encontrou Stenotrophomonas maltophilia 

associada a vegetação do solo do deserto de Thar na Índia. 
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Nos solos da Fazenda Tamanduá isolamos a espécie Burkholderia cepacia. Lester 

(2007), também isolou essa espécie, entretanto, foi da microflora de solos áridos do deserto de 

Atacama. Em solos do Cariri paraibano, Grisi (2011), detectou a presença da ordem 

Burkholderiles. Kavamura (2013), em estudos de solos e rizosfera de bactérias associadas às 

cactáceas da Caatinga identificou o gênero Burkholderia.  Contudo, este autor realizou coletas 

durante dois períodos (chuvoso e seco).  

A espécie Bacillus megaterium foi a de maior predominância no solo da Fazenda 

Tamanduá. Coba (2012), relatou a ocorrência das espécies Bacillus acidiceler, Bacillus cereus, 

Bacillus drentensis, Bacillus megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pumilus, Bacillus 

simples, Bacillus sp., Bacillus thuringiensis, Bacillus vallismortis, Bacillus luciferensis, 

Bacillus pseudomycoides, Bacillus simplex, a maior variedade de espécies encontrada por esse 

autor pode ser associada ao fato do estudo ser realizado em solos do Cerrado e durante duas 

estações (úmida e seca). Kavamura (2013), em estudos de solos e rizosfera de bactérias 

associadas às cactáceas da Caatinga, encontrou uma grande diversidade de Bacillus, sendo eles, 

Bacillus megaterium, Bacillus sp., Bacillus atrophaeus, Bacillus pumilus, Bacillus cereus, 

Bacillus subtilis , contudo, este autor analisou amostras de solo de duas estações (úmida e seca) 

e para a obtenção de bactérias com crescimento em meio com atividade reduzida de água, 

utilizou da adição de sorbitol ao meio de cultura, desta forma pode ter favorecido a ocorrência 

de Bacillus que é caracterizada por formação de endósporos, que são estruturas que são mais 

resistentes as características da Caatinga. 

A espécie Leifsonia shinshuensis identificado no solo da Fazenda Tamanduá. Silva 

(2012), também isolou essa espécie, entretanto, este autor realizou estudos voltados para a 

identificação de actinobactérias em outro tipo de solo, o do cerrado, e durante estação de baixa 

pluviosidade, já nossos estudos foram realizados nos solos do semiárido e durante a estação de 

seca. Hao e colaboradores (2008) analisaram a composição e diversidade da comunidade 

bacteriana Rhizosfera de Taxus, e também relatou a presença dessa espécie.  

Micrococcus luteus também foi identificada na Fazenda Tamanduá, e a sua ocorrência 

tem sido relatada em associação com plantas (Reginatto, 2008; Specian, 2014), ou em solos 

diferentes do utilizado para nosso estudo, como solos da serapilheira de Mata Atlântica 

(Gonçalves, 2006) e em gramíneas perenes, tolerante à seca, endêmica do deserto de Thar, no 

Rajastão, na Índia (Chowdhury, 2007). 

 

4.3 Analise Intraespecífica 
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Sabendo que o polimorfismo de elementos repetitivos REP-PCR fingerprinting gera um 

perfil específico para cada cepa estudada, a utilização desse método tem contribuído para 

identificar, compreender e caracterizar a diversidade genética de espécies, além de contribuir 

no reconhecimento de linhagens distintas. 

Os elementos repetitivos parecem estar localizados em distintas regiões intergênicas do 

genoma, em ambas orientações, acredita-se que, por serem associadas a graus elevados de 

polimorfismos, essas regiões tenham uma participação em processos de evolução adaptativa, 

mediando a interação dos microrganismos com ambientes inóspitos ou adversos (Da Silva, 

2013). Desta forma, o conhecimento de dados moleculares detalhados sobre a diversidade de 

comunidades microbianas pode nos ajudar a entender a diversidade dos microrganismos em seu 

ambiente natural.  

As espécies mais representativas na APA Cariri foram: Bacillus cereus, Bacillus 

thuringiensis; Enterobacter cloacae, e Celullomonas sp. Já na Fazenda Tamanduá as espécies 

dominantes foram: Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus 

megaterium, Micrococcus luteus, Leifsonia shinshuensis. As espécies Bacillus megaterium, 

Enterobacter cloacae e Bacillus cereus ocorreram nas duas áreas, desta forma, decidimos então 

avaliar a diversidade genética a nível intraespecífico dos isolados bacterianos mais 

predominantes, utilizando o primer GTG5. 

 

4.3.1 Espécies exclusivas da APA Cariri 

 

Os isolados do gênero Cellulomonas sp. foram identificados apenas na APA Cariri e 

apresentou 2 perfis genéticos distintos (Figura 5), sendo encontrada apenas na parcela 6. A 

ocorrência destes perfis distintos entre os isolados pode indicar a existência de linhagens 

diferentes de um mesmo gênero.  
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Figura 5: Perfis de Rep-PCR obtidos das espécies exclusivas da APA Cariri. 

(P1-P2: numeração dos perfis identificados, M- Marcador molecular 1Kb) (- Eletroforese dos isolados 

identificados como Cellulomonas sp.) 
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4.3.2 Espécies exclusivas Fazenda Tamanduá 

 

Os isolados identificados como Burkholderia cepacia, Micrococcus luteus e 

Stenotrophomonas maltophilia foram encontradas apenas na Fazenda Tamanduá e foram 

predominantes nas parcelas 7, 9 e 5 respectivamente. Burkholderia cepacia apresentou 2 perfis 

distindos (Figura 6), essa espécie foi caracterizada pela presença do padrão de bandas (I).  

Micrococcus luteus apresentou 2 perfis distintos (Figura 6) e foi caracterizada pela presença do 

padrão de bandas (II) em quase todos os perfis, exceto no perfil 2 (P2) e Stenotrophomonas 

maltophilia resultou em 5 perfis distintos, sendo o padrão de bandas (III) comum a quase todas 

os perfis, com exceção do perfil 6 (P6) (Figura 7). 

As espécies Burkholderia cepacia, Micrococcus luteus, Stenotrophomonas maltophilia 

apresentaram heterogeneidade de seus perfis de fingerprinting, sugerindo que podem existir 

diferentes linhagens dessas espécies, além disso foi possível indicar possíveis padrões de 

bandas específicos a cada espécie analisadas.  
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Figura 6: Perfis de Rep-PCR obtidos das espécies exclusivas Fazenda Tamanduá. 

(P1-P3: numeração dos perfis identificados, M- Marcador molecular 1Kb) (a - Eletroforese dos isolados 

identificados como Burkholderia cepacia; b – Eletroforese dos isolados identificados como Micrococcus luteus). 
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Figura 7: Perfis de Rep-PCR obtidos das espécies exclusivas Fazenda Tamanduá. 

(P1-P6: numeração dos perfis identificados, M- Marcador molecular 1Kb) (Eletroforese dos isolados 

identificados como Stenotrophomonas maltophilia) 
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4.3.3 Espécies encontradas nas duas áreas 
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A espécie Enterobacter cloacae e Bacillus megaterium foram comuns nas duas áreas. 

Os isolados identificados como Enterobacter cloacae apresentaram 3 perfis distintos (Figura 

8) onde os padrões de bandas (IV e V) foram comuns para todas as amostras com exceção do 

perfil 3 (P3), apenas o perfil 2 (P2) ocorreu nas duas áreas, sugerindo a existência de uma 

mesma linhagem. Os perfis 1 (P1) e 3 (P3) foram exclusivos da APA cariri. Os isolados de 

Bacillus meagaterium apresentaram 8 perfis distintos (Figura 9), o perfil 9 (P9) perfil 10 (P10) 

só ocorreram na APA cariri, os demais perfis foram específicos da Fazenda Tamannduá, o 

padrão de banda (VI) foi comum apenas aos perfis 1,2,3,4 (P1, P2, P3 e P4) já o padrão (VII) 

foi comum apenas ao perfil 6 (P6).  

 

Figura 8: Perfis de Rep-PCR obtidos das espécies encontradas nas duas áreas. 

(P1-P3: numeração dos perfis identificados, M- Marcador molecular 1Kb) (Eletroforese dos isolados 

identificados como Enterobacter cloacae). 
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Figura 9: Perfis de Rep-PCR obtidos dos isolados da Fazenda Tamanduá e APA CARIRI 

(P1-P8: numeração dos perfis identificados, M- Marcador molecular 1Kb) (Eletroforese dos isolados 

identificados como Bacillus megaterium). 
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Os isolados identificados como Bacillus thuringiensis apresentaram 4 perfis distintos 

(P1, P2, P3 e P4), onde o padrão de banda (VIII) foi comum a todos os perfis amostrados (Figura 

10), desta forma podemos indicar a ocorrência de linhagens distintas nos solos da APA Cariri, 

a espécie Bacillus cereus apresentou 11 perfis distintos (Figura 10), onde os perfis 2,7,8 e 9 são 

exclusivos da FT, já os perfis 1,3,4,5,6,10 e 11 são exclusivos da APA Cariri, indicando uma 

possível variabilidade genética, o padrão de banda (IX) foi comum a todos os perfis de Bacillus 

cereus, podendo ser considerado um padrão especifico da espécie, já o padrão (X) foi comum 

apenas aos perfis 1,2,3,4,5,6 e 12. 

Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis, pertencem ao gênero Bacillus, que possuem a 

capacidade de produção de esporos (Silveira, 2008), em condições ambientais adversas como 

as da Caatinga, onde os fatores ambientais estão em constante variação, essa estratégia pode ser 

um fator essencial para a sobrevivência dessas espécies neste tipo de ambiente, assim, a 

presença de perfis genéticos distintos podem indicar diferenciadas resposta a esse ambiente. 

Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis e Bacillus anthracis são bactérias Gram-positivas, em 

forma de bastonete, formadoras de esporos, que pertencem ao grupo B. cereus, são encontradas 

em diversos ambientes no solo (Ticknor, 2001). A diferenciação entre as linhagens de Bacillus 

cereus e Bacillus thuringiensis tem sido feita através da presença de genes que codificam as 

toxinas inseticidas em Bacillus thuringiensis, normalmente encontrados em plasmídeos, a 
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problemática é que se esses plasmídeos forem perdidos não será possível uma distinção entre 

as linhagens (Helgason, 2000; Ticknor, 2001). Abordagens moleculares recentes como a 

eletroforese de enzimas multilocus, o sequenciamento de genes discretos codificadores de 

proteínas (Helgason et al., 2000), revelaram extensas semelhanças entre genomas de Bacillus 

thuringiensis e Bacillus cereus e apontaram poucas diferenças consistentes (Han, 2006), por 

isso os resultados ainda são conflitantes (Cherif, 2003; Peruca, 2008).  

Embora a diferenciação das espécies Bacillus thuringiensis e Bacillus cereus, seja 

relativamente difícil, através da técnica de REP-PCR conseguimos distinguir as duas cepas e 

inferir que são possivelmente espécies distintas. 

Figura 10: Perfis de Rep-PCR obtidos dos isolados da APA CARIRI. 

(P1-11: numeração dos perfis identificados, M- Marcador molecular 1Kb) (c - Eletroforese dos isolados 

identificados como B. thuringiensis; d– Eletroforese dos isolados identificados como B. cereus). 

 

 

Acervo GDBM 

 

Desta forma, através da técnica Rep-PCR, utilizando o primer GTG5 foi possível obter 

perfis genéticos distintos para essa comunidade, sendo possível observar que as espécies que 

ocorreram em ambas as áreas, Enterobacter cloacae, Bacillus megaterium e Bacillus cereus 

revelaram maior diversidade intra-espécifica, podendo ser associada ao fato dessas espécies 

serem submetidas a maiores pressões ambientais, além disso, por meio dos perfis de Rep-PCR 

observamos perfis específicos das espécies bacterianas avaliadas em cada área estudada. O 

conhecimento dessa diversidade é importante para o conhecimento da diversidade genética das 

espécies do solo dessa região, já que se sabe tão pouco sobre a microbiota nativa do solo da 

Caatinga, dada as condições geológicas, químicas e físicas severas dos solos semiárido, espera-
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se que a microbiota desse solo seja altamente especializada. A descoberta dessa diversidade 

contribui para o conhecimento do perfil funcional das espécies, assim como sua distribuição 

ecológica e induz a busca de novas enzimas e substâncias bioativas para diversas aplicações 

biotecnológicas, além de ser útil para estudos de conservação e manejo dessa região. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Apesar de não apresentar diferença significativa nos valores de abundância, as duas 

áreas apontam para diferenças na diversidade de espécies, que será confirmado com estudos 

estatísticos.  

Foi possível ver que a Fazenda tamanduá apresentou uma maior diversidade de espécies 

em comparação com a APA Cariri, podemos observar ainda a presença de espécies especificas 

a cada área amostral, como a presença de Bacillus thuringiensis, Paenibacillus sp, Serratia 

marcescens e Routella e Celullomonas apenas na APA Cariri e Burkholderia cepacia, 

Stenotrophomonas maltophilia, Micrococcus luteus e Leifsonia shinshuensis apenas na 

Fazenda Tamanduá. 

Em nossos estudos, foram obtidos diferentes perfis genotípicos dos isolados 

caracterizados, demonstrando que a técnica de rep-PCR pode ser utilizada como marcador intra-

específico, sendo útil nos estudos de ecologia microbiana 

Sugere-se que diferentes linhagens de Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus 

thuringiensis, Cellulomonas sp., Enterobacter cloacae, Stenotrophomonas maltophilia, 

Micrococcus luteus, podem estar presentes nas áreas estudadas.  Trabalhos futuros visam 

correlacionar os isolados com diferentes perfis intra-específico com mecanismos adaptativos 

desenvolvidos por estes, o que pode contribuir para estudos de preservação e manejo desses 

ecossistemas. 

Além disso, este é um trabalho pioneiro que aborda a diversidade edáfica de duas áreas 

no semiárido paraibano.  Esse trabalho mostrou uma grande diversidade de espécies com 

potencial biotecnológico, propício à prospecção de produtos bioativos. 
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