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Introducao

A fixacao biolégica do nitrogénio (FBN) é um processo
natural realizado por um conjunto de bactérias
denominadas bactérias diazotréficas. Diversas dessas
bactérias podem se associar a plantas e fornecer
parcial ou totalmente o nitrogénio (N) demandado pelo
hospedeiro. Dentre as associacOes entre bactérias
diazotréficas e espécies vegetais, a melhor estudada
e caracterizada é a simbiose rizébio-leguminosa, onde
ha a formacao de nédulos radiculares e/ou caulinares
como estruturas anatomica e fisiologicamente
especializadas para maximizar a FBN (FERNANDES
JUNIOR; REIS, 2008).

Diversas leguminosas de importancia econdmica
podem estabelecer simbiose com isolados de
rizébio capazes de fixar elevadas quantidades de N.
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Para maximizar a FBN nos agroecossistemas, a
inoculacao de bactérias selecionadas tem sido uma
préatica recorrente. Para tanto, é necessario um
constante trabalho de selecado de rizébios cada vez
mais eficientes e competitivos, o que tem resultado
na estruturacdo de colecdes de culturas de rizébio
para diversas leguminosas ao redor do mundo. Para
a obtencéo dessas bactérias, é necessario isola-

las de nédulos de plantas coletadas no campo ou
cultivadas em vasos.

No processo de isolamento de bactérias
nodulantes, os nédulos sdo lavados e desinfestados
superficialmente com o objetivo de eliminar os
micro-organismos nao rizobianos (contaminantes)
presentes em sua superficie. A desinfestacao
superficial pode ser realizada com uma série de
agentes sanitizantes como hipoclorito de sédio,
peréxido de hidrogénio ou bicloreto de mercurio
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(SOMASEGARAN; HOBEN, 1994). Em seguida,
o conteldo dos nédulos é inoculado em placas
de Petri contendo meio de cultura YMA sélido
(VINCENT, 1970).

Nesse procedimento, o isolamento de micro-
organismos nao nodulantes tem sido relatado

na literatura cientifica. As principais causas da
presenca de bactérias ndao nodulantes obtidas

no isolamento podem ser: o isolamento de
contaminantes remanescentes na superficie dos
nédulos que apresentam caracteristicas culturais
similares a certos grupos de rizébio (LIMA et al.,
2012); a coexisténcia de bactérias ndo nodulantes
com os rizébios dentro dos nédulos (MURESU et
al., 2008); a perda de plasmideos que carregam os
genes relacionados a simbiose por alguns rizébios
ao longo de sucessivos subcultivos no processo de
isolamento, purificacdo e estocagem das bactérias
(GARCIA DE LOS SANTOS et al., 1996).

Para evitar gastos de recursos e de tempo com

a caracterizacao e avaliacao de bactérias que

nao apresentam a capacidade de nodular, é
recomendada a utilizacdo do postulado de Koch
adaptado a rizobiologia em que a confirmacao

da nodulacao é realizada em experimentos com
substrato estéril no qual a bactéria isolada é
reinoculada na planta hospedeira original. Esse
processo, conhecido como “autenticacao”,
geralmente é realizado em condicdes de casa de
vegetacao, utilizando-se, por exemplo, vasos de
Leonard modificados com areia e vermiculita como
substrato (VINCENT, 1970). As plantas inoculadas
com os isolados sob avaliacdo devem apresentar

a formacao dos nédulos para que as bactérias
sejam consideradas como rizébios e possam ser
selecionadas para estudos subsequentes.

Os experimentos em casa de vegetacao para a
autenticacdao ocupam grande espaco e correm

o risco de serem perdidos caso o tratamento
controle nao inoculado apresente nédulos
originados de contaminacao no decorrer da
conducao do experimento. Nestes ensaios, a
obtencao do resultado depende do desenvolvimento
vegetativo da espécie avaliada, podendo levar
muito tempo para algumas culturas. Dessa forma,
novas abordagens metodoldgicas que reduzam

a quantidade de isolados a serem avaliados

nos ensaios de autenticacao ou suprimam sua
necessidade tém sido demandadas.

Neste contexto, o desenvolvimento ou adequacao
de métodos em biologia molecular que sejam
rapidos, de facil execucao e de custo relativamente
baixo pode auxiliar na determinacao da capacidade
nodulifera de bactérias isoladas de nédulos de
leguminosas. A utilizacado de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a amplificacdo de genes

que ocorrem de forma mais abundante (ou até
mesmo exclusiva) em rizébios do que em outras
bactérias pode ser uma estratégia interessante.
Alguns dos genes dos rizébios ndo sao constitutivos
e estao envolvidos exclusivamente na simbiose.
Dessa forma, apesar de haver mecanismos de
transferéncia horizontal de genes entre micro-
organismos do solo, a confirmacao da presenca
destes genes aumenta a probabilidade de que a
bactéria isolada dos nédulos seja uma bactéria
simbionte e apresente a capacidade de nodular a
planta hospedeira.

A deteccdo destes genes como o gene nodC
(envolvido na sintese de enzimas envolvidas na
biossintese dos lipopolilissacarideos denominados
fatores nod) e o gene nifH (que codifica a
subunidade nitrogenase redutase do complexo
enzimatico nitrogenase) sao descritas na literatura
e iniciadores ja foram desenvolvidos para sua
amplificacdao por PCR (LAGUERRE et al., 2001;
POLY et al., 2001). Recentemente, a amplificacao
individual dos genes nifH e nodC foi proposta
como avaliacao prévia da capacidade diazotréfica
e nodulifera de bactérias isoladas de nédulos de
leguminosas (MOTHAPO et al., 2013). Entretanto,
hé escassez de trabalhos com o objetivo de avaliar
esses iniciadores para uso em conjunto, com o
intuito de realizar a amplificacdo dos dois genes ao
mesmo tempo.

A adaptacao de um protocolo de PCR que possibilite
a amplificacdo simultanea desses genes, em um
sistema duplex, pode contribuir para a reducao

do trabalho e do tempo gasto com a autenticacao
das bactérias isoladas de nédulos das colecdes de
culturas. Além disso, apresenta vantagem sobre

a deteccao de um unico amplicon, pois reduz o
custo das reacOes e maximiza a utilizacado dos
equipamentos possibilitando o teste de um maior
numero de isolados ao mesmo tempo. A utilizacao
dos métodos de PCR em multiplex (ou simplesmente
multiplex PCR) é muito difundida na microbiologia
médica, veterinaria (CORDEIRO et al., 2008) e
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fitopatologia (RESTREPO et al., 2008) para a
deteccao de diversos patégenos. Poucas aplicacoes
com esta abordagem tém sido desenvolvidas na
microbiologia do solo ou ambiental, especialmente
na rizobiologia.

Neste trabalho sdo apresentados os resultados de
um método de PCR duplex para a amplificacédo
simultanea de fragmentos dos genes nifH e nodC em
rizobios.

Adaptacao das condicdes de reacao
para a amplificacdo simultanea de
fragmentos dos dois genes

Foram utilizadas as estirpes de rizébio BR 322 (CIAT
899") de Rhizobium tropici (estirpe atualmente
autorizada para a producao de inoculantes para a
cultura do feijoeiro, comum no Brasil), BR 4007

de Ensifer sp. (estirpe atualmente autorizada para

a producao de inoculantes para a algaroba no
Brasil), BR 3267 de Bradyrhizobium sp. e BR 3262
de B. japonicum (duas das estirpes atualmente
recomendadas para a producao de inoculantes para
o feijdo-caupi no Brasil). Também foram utilizadas
as estirpes BR 11001 (Sp7") de Azospirillum
brasilense (estirpe tipo da espécie) e BR 11417
(Z94) de Herbaspirillum seropedicae (estirpe com
eficiéncia agrond6mica comprovada para a cultura do
milho).

As estirpes BR 322 e BR 4007 foram crescidas em
meio YM (manitol-extrato de levedura) por 3 dias,

enquanto a BR 3267 e BR 3262 foram crescidas no
mesmo meio por 6 dias. As estirpes BR 11001 e BR
11417 foram cultivadas em meio NFb (DOBEREINER
et al., 1995) liquido por 5 dias. Todas as bactérias
foram crescidas em agitador orbital sob agitacao
constante de 100 rpm a temperatura ambiente.

Para a adaptacao dos métodos e desenvolvimento
das reacdes foram utilizadas amostras de DNA
extraido utilizando-se o kit comerciai, de acordo
com as instrucoes do fabricante. O DNA extraido foi
armazenado a -20 °C. Nas PCRs foram utilizados

os iniciadores PolF (TGCGAYCCSAARGCBGACTC)
e PolR (ATSGCCATCATYTCRCCGGA) para a
amplificacao de um fragmento de aproximadamente
360 pb correspondente a parte do gene nifH no
operon nifHKD (POLY et al., 2001) e NodCF
(AYGTHGTYGAYGACGGTTC) e NodCRl)
(CGYGACAGCCANTCKCTATTG) para a
amplificacdo de um fragmento interno ao gene nodC
com aproximadamente 980 pb (LAGUERRE et al.,
2001).

As reacdes foram dimensionadas para um volume
final de 10 yL e o mix para a reacao no sistema
duplex foi adaptado, de maneira que a concentracao
final do par de iniciadores PolF/PolR foi mantida

e a dos iniciadores NodCF/NodCR(l) foi reduzida,
em relacado as utilizadas no sistema simples (com
apenas um dos pares de iniciadores). O programa
da PCR também foi adaptado para a amplificacao
no sistema duplex, e as alteracdes realizadas nas
etapas de anelamento e extensao (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao do mix de reacao e programacao da PCR para a amplificacao de segmentos

dos genes nifH e nodC nos sistemas uniplex e duplex.

Iniciadores PolF/PolR NodCF/NodCR(l) PolF/PolR + NodCF/NodCR(l)
Composicdo do mix de reacdo
Tampao de reacao X X 1X
MgCl, 2,3 mM 2,7 mM 2,5 mM
dNTP 0,25 mM 0,8 mM 1,2 mM
Taq DNA polimerase 0,2U 0,2U 0,25 U
Iniciador (Foward/Reverse) 1,0 uM (cada) 0,75 uM (cada) 1,0 uM (nifH) + 0,6 uM (nodC)
DNA 7 1 ul 1 uL
Programa da PCR
Desnaturacéo inicial 94 °C por 5 min 94 °C por 5 min 94° C por 5 min
Desnaturacéao 94 °C por 45 s 94 °C por 1 min 94 °C por 1 min
Anelamento 57 °C por 30 s 55 °C por 1 min 55 °C por 45 s 35 ciclos
Extensédo 72 °C por 30 s 72 °C por 1 min 72 °C por 1 min
Extenséao final 72 °C por 1 min 72 °C por 1 min 72 °C por 1 min

* Aproximadamente 20 ng.ulL™
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Os produtos da PCR foram submetidos a Avaliacao do método utilizando DNA
eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% (p/v) obtido a partir de métodos alternativos
a 100 V por 120 minutos. O gel foi corado com de extracao

brometo de etideo (8 pM) adicionado ao gel apés a

fusao e resfriamento da agarose. A visualizacao do bacteriano, foi utilizada apenas a estirpe BR 322.

. . . A dria foi cresci m meio YM nform
gel foi realizada em um transluminador sob luz UV. bactéria foi crescida e eto , contorme

descrito acima, e as reacdes de PCR foram feitas no

Os resultados obtidos para o método demonstram sistema simples e duplex. Para essa avaliacdo, foram

que a amplificacéo foi bem sucedida tanto para os utilizadas cinco formas alternativas para a obtencao

pares de iniciadores em separado como na reacao do DNA, com o objetivo de reduzir o custo e o

em duplex (Figura 1). tempo gasto para a realizacdo da PCR. Os métodos
alternativos

para a extracao
13 14 15 16 17 18 ! de DNA estao

esquematizados

1000 bp
750 bp na Figura 2 e
500 bp i
250 bp se baseiam na

centrifugacéao e

Figura 1. Amplificacdo do gene nifH e/ou do gene nodC em estirpes de bactérias diazotréficas — 1 a 3=BR 322; realizac3do ou nao do
4a6=BR 3262; 7a9= BR3267; 10a12= BR4007; 13a 15= BR11001; 16 a 18=BR 11417. Canaletas 1; L

4;7;10; 13 e 16 = amplificacdo de um segmento do gene nifH. Canaletas 2; 5; 8; 11; 14; e17 = amplificacdo de choque térmico em
um segmento do gene nodC . Canaletas 3; 6; 9; 12; 15 e 18 = amplificacdo dos segmentos dos genes nifH e nodC -gldos de cultivo.
simultaneamente, no sistema duplex. Nas laterais do gel = marcador de peso molecular Tkb DNA Leader (Bioron,

Ludwigshafen, Alemanha).

‘ Crescimento da bactéria em meio sélido

Também foi possivel observar que nas canaletas

entre 13, 14, 17 e 18, onde foram aplicadas as

reacoes feitas com o DNA molde das bactérias

associativas BR 11001 e BR 1141 7, nao houve Crescimento em meio liquido sob Ressuspensédo das colénias em agua
agitacdo constante por 3 dias ultrapura

amplificacao do gene nodC, conforme esperado para
bactérias nao nodulantes. Nas reacdes realizadas . ]
no sistema duplex, canaletas 15 e 18, observou-se Jl H @ @

\/
V

apenas a amplificacdo de nifH, demonstrando nao

Centrifugacdo a 8.000 g e ressuspensdo das células em agua ultrapura (2x) ‘

haver interferéncia dos iniciadores NodCF e NodCR(l)

na amplificacdo de nifH, mesmo nas reacdes em que
nao estao sendo consumidos e estdo abundantes ao ﬂ

longo dos ciclos da PCR. |

Congelamento a -20 °C

Na reacao duplex, o mix adaptado apresentou

Vale ressaltar que cada par de iniciador tem

‘Banho-maria em agua fervente 5 min

adequacao a amplificacdo dos dois genes. ﬂ @
l

caracteristicas especificas por causa da sua

sequéncia, grau de degeneracao, sequéncia alvo,
3

entre outras. Dessa forma, a adaptacao deste @ H

\/
V

método para a utilizacdo de outros iniciadores | Reacdes de PCR ‘

poderd ndo apresentar os mesmos resultados com . . ) . o
Figura 2. Esquematizacdo dos métodos de extracdo de DNA utilizados com

o0 mix de reacao adaptado para esta reacao em a estirpe BR 322 para a avaliacdo da eficiéncia do método de duplex PCR.
Método 1) crescimento em meio liquido == centrifugacdo == congelamento;

duplex, necessitando assim de alteragées no mix de Método 2) crescimento em meio liquido == centrifugacdo =~ congelamento

reacao e possivelmente na programacao da PCR. —= fervura; Método 3) ressuspensdo das colonias de placa de Petri em
agua ultrapura == centrifugacao —= congelamento == fervura; Método
Para a segunda avaliacdo, utilizando diferentes 4) ressuspenséo das col6nias de placa de Petri em &gua ultrapura ==

3 . ~ centrifugacdo == congelamento; Método 5) ressuspenséo de col6nia em placa
métodos alternativos para a extracdao do DNA de Petri diretamente no mix de reaco.
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Essa avaliacdo foi realizada trés vezes para
assegurar o desempenho dos métodos. O
preparo dos géis, as condi¢coes eletroforéticas e
a visualizacao do gel foram realizadas conforme

descrito anteriormente.

Avaliando-se os métodos alternativos de extracao
de DNA, foi possivel observar que houve diferencas
na eficiéncia da PCR na reacdo duplex (Figura 3).
Comparado a reacao realizada com o DNA extraido
com o kit comercial, é possivel observar maior
nitidez para a amplificacdo simultanea dos dois
amplicons alvos nos métodos de extracdo 1 e 3,
nos quais houve o choque térmico das células
obtidas do caldo de cultivo ou diretamente do meio
da placa de Petri, respectivamente.

1 2 3 4 5 6, W7 8 9 10 11
‘- e

— — -
1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Método 2 Método 1 Método 3

Figura 3. Avaliacdo do método de extracdo de DNA da estirpe BR 322 na eficacia da
reacdo de PCR em duplex para a deteccédo dos genes nifH e nodC. Canaletas 1, 4, 7, 10, 13 e 16 =

simples para o fragmento que nao foi amplificado
para assegurar a presenca do fragmento no material
genético do isolado bacteriano em avaliacao.

No caso da auséncia da amplificacdo de um
fragmento correspondente ao gene nodC, se

o sucesso na amplificacao nao for alcancado
mesmo apods a realizacdo da reacao simples, a
bactéria em avaliacdo pode ser um dos rizébios
gue nao apresentam genes nod, como descrito

por Giraud et al. (2007). Neste caso, a decisdo

de dar continuidade ou nao as avaliacbes com as
bactérias que apresentem essas caracteristicas
deve ficar a critério do pesquisador. No Laboratério
de Microbiologia do Solo da Embrapa Semiérido, a
equipe entende que a ocorréncia destas bactérias
na regiao semiarida é possivel e bactérias nas quais
FERG. e e 17 178 apenas o gene nifH é
amplificado (mesmo
apds a tentativa da
amplificacao do gene
nodC por PCR em
sistema simples) foram

Método 4 Método 5

selecionadas para as

amplificacdo dos genes nifH e nodC no sistema duplex; Canaletas 2, 5, 8, 11, 14 e 17 = amplificacdo do

gene nodC no sistema simples; Canaletas 3, 6, 9, 12, 15 e 18 =

amplificacdo do gene nifH no sistema

avaliacdes posteriores.

simples. Nas laterais do gel = marcador de peso molecular Tkb DNA Leader (Bioron, Ludwigshafen,

Alemanha).

Para a reacao realizada com o DNA extraido a

partir da suspensao das células sem a aplicacao

do choque térmico, método 4 e da amplificacao
direta da coldnia na placa de Petri sem qualquer
tratamento, método 5, nao foi possivel observar

o amplicon de 360 pb quando a amplificacao foi
realizada no sistema duplex. Isso poderia implicar na
ocorréncia de falsos negativos quando da utilizacao
destes métodos de extracao para bactérias isoladas
de nédulos. Dessa forma, indica-se a utilizacado de
um dos métodos (1 ou 3) em que ha a aplicagado do
choque térmico para a obtencdo do DNA bacteriano.

Apesar da eficiéncia do método de extracado na
reacao de PCR, falhas na amplificacdo de um

dos fragmentos podem ocorrer, uma vez que o
isolamento de bactérias de nédulos de leguminosas
tropicais pode revelar bactérias com perfis genéticos
distintos daqueles observados pelos isolados de
bactérias ja bem estudadas e caracterizadas. Neste
caso, é aconselhada a realizacdo da reacdo de PCR

Consideracdes finais

Apesar de haver poucos relatos de aplicacao dos
métodos de PCR em multiplex a microbiologia do
solo ou ambiental, a adaptacdo deste método para
a deteccao simultanea de fragmentos dos genes
nodC e nifH em bactérias isoladas de nédulos de
leguminosas pode ser importante para a reducao
do tempo e do volume de trabalho nos ensaios de
autenticacao dos isolados obtidos na estruturacao
de colecdes de culturas.

Além disso, foi demonstrado que para a realizacao
deste método, ndo é necessdaria a aplicacao de kits
de extracao de DNA ou de procedimentos mais
laboriosos que geram maior quantidade de residuo
(como o método fenol:cloroférmio:alcool isoamilico).
A extracao simples, submetendo as células ao
choque térmico, gera resultados com boa resolucao
na reacdo em duplex, permitindo a deteccao da
presenca dos amplicons dos genes nodC e nifH.
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Esta metodologia estad sendo utilizada no Laboratério
de Microbiologia do Solo da Embrapa Semiéarido
para a autenticacao de colecdes de bactérias
isoladas de amendoim, feijdo-caupi, guandu, dentre
outras leguminosas e pode ser adaptada para uso
em outros laboratdrios do Pais. Também esta

sendo realizada a adequacao desse método para a
utilizacdo de outros iniciadores (como aqueles para
os [B-rizébios, por exemplo).
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