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A fixação biológica do nitrogênio (FBN) é um processo 

natural realizado por um conjunto de bactérias 

denominadas bactérias diazotróficas. Diversas dessas 

bactérias podem se associar a plantas e fornecer 

parcial ou totalmente o nitrogênio (N) demandado pelo 

hospedeiro. Dentre as associações entre bactérias 

diazotróficas e espécies vegetais, a melhor estudada 

e caracterizada é a simbiose rizóbio-leguminosa, onde 

há a formação de nódulos radiculares e/ou caulinares 

como estruturas anatômica e fisiologicamente 

especializadas para maximizar a FBN (FERNANDES 

JÚNIOR; REIS, 2008).

Diversas leguminosas de importância econômica 

podem estabelecer simbiose com isolados de 

rizóbio capazes de fixar elevadas quantidades de N. 

Introdução Para maximizar a FBN nos agroecossistemas, a 

inoculação de bactérias selecionadas tem sido uma 

prática recorrente. Para tanto, é necessário um 

constante trabalho de seleção de rizóbios cada vez 

mais eficientes e competitivos, o que tem resultado 

na estruturação de coleções de culturas de rizóbio 

para diversas leguminosas ao redor do mundo. Para 

a obtenção dessas bactérias, é necessário isolá-

las de nódulos de plantas coletadas no campo ou 

cultivadas em vasos.

No processo de isolamento de bactérias 

nodulantes, os nódulos são lavados e desinfestados 

superficialmente com o objetivo de eliminar os 

micro-organismos não rizobianos (contaminantes) 

presentes em sua superfície. A desinfestação 

superficial pode ser realizada com uma série de 

agentes sanitizantes como hipoclorito de sódio, 

peróxido de hidrogênio ou bicloreto de mercúrio 
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(SOMASEGARAN; HOBEN, 1994). Em seguida, 

o conteúdo dos nódulos é inoculado em placas 

de Petri contendo meio de cultura YMA sólido 

(VINCENT, 1970).

Nesse procedimento, o isolamento de micro-

organismos não nodulantes tem sido relatado 

na literatura científica. As principais causas da 

presença de bactérias não nodulantes obtidas 

no isolamento podem ser: o isolamento de 

contaminantes remanescentes na superfície dos 

nódulos que apresentam características culturais 

similares a certos grupos de rizóbio (LIMA et al., 

2012); a coexistência de bactérias não nodulantes 

com os rizóbios dentro dos nódulos (MURESU et 

al., 2008); a perda de plasmídeos que carregam os 

genes relacionados à simbiose por alguns rizóbios 

ao longo de sucessivos subcultivos no processo de 

isolamento, purificação e estocagem das bactérias 

(GARCIA DE LOS SANTOS et al., 1996).

Para evitar gastos de recursos e de tempo com 

a caracterização e avaliação de bactérias que 

não apresentam a capacidade de nodular, é 

recomendada a utilização do postulado de Koch 

adaptado à rizobiologia em que a confirmação 

da nodulação é realizada em experimentos com 

substrato estéril no qual a bactéria isolada é 

reinoculada na planta hospedeira original. Esse 

processo, conhecido como “autenticação”, 

geralmente é realizado em condições de casa de 

vegetação, utilizando-se, por exemplo, vasos de 

Leonard modificados com areia e vermiculita como 

substrato (VINCENT, 1970). As plantas inoculadas 

com os isolados sob avaliação devem apresentar 

a formação dos nódulos para que as bactérias 

sejam consideradas como rizóbios e possam ser 

selecionadas para estudos subsequentes.

Os experimentos em casa de vegetação para a 

autenticação ocupam grande espaço e correm 

o risco de serem perdidos caso o tratamento 

controle não inoculado apresente nódulos 

originados de contaminação no decorrer da 

condução do experimento. Nestes ensaios, a 

obtenção do resultado depende do desenvolvimento 

vegetativo da espécie avaliada, podendo levar 

muito tempo para algumas culturas. Dessa forma, 

novas abordagens metodológicas que reduzam 

a quantidade de isolados a serem avaliados 

nos ensaios de autenticação ou suprimam sua 

necessidade têm sido demandadas.

Neste contexto, o desenvolvimento ou adequação 

de métodos em biologia molecular que sejam 

rápidos, de fácil execução e de custo relativamente 

baixo pode auxiliar na determinação da capacidade 

nodulífera de bactérias isoladas de nódulos de 

leguminosas. A utilização de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para a amplificação de genes 

que ocorrem de forma mais abundante (ou até 

mesmo exclusiva) em rizóbios do que em outras 

bactérias pode ser uma estratégia interessante. 

Alguns dos genes dos rizóbios não são constitutivos 

e estão envolvidos exclusivamente na simbiose. 

Dessa forma, apesar de haver mecanismos de 

transferência horizontal de genes entre micro-

organismos do solo, a confirmação da presença 

destes genes aumenta a probabilidade de que a 

bactéria isolada dos nódulos seja uma bactéria 

simbionte e apresente a capacidade de nodular a 

planta hospedeira.

A detecção destes genes como o gene nodC 

(envolvido na síntese de enzimas envolvidas na 

biossíntese dos lipopolilissacarídeos denominados 

fatores nod) e o gene nifH (que codifica a 

subunidade nitrogenase redutase do complexo 

enzimático nitrogenase) são descritas na literatura 

e iniciadores já foram desenvolvidos para sua 

amplificação por PCR (LAGUERRE et al., 2001; 

POLY et al., 2001). Recentemente, a amplificação 

individual dos genes nifH e nodC foi proposta 

como avaliação prévia da capacidade diazotrófica 

e nodulífera de bactérias isoladas de nódulos de 

leguminosas (MOTHAPO et al., 2013). Entretanto, 

há escassez de trabalhos com o objetivo de avaliar 

esses iniciadores para uso em conjunto, com o 

intuito de realizar a amplificação dos dois genes ao 

mesmo tempo.

A adaptação de um protocolo de PCR que possibilite 

a amplificação simultânea desses genes, em um 

sistema duplex, pode contribuir para a redução 

do trabalho e do tempo gasto com a autenticação 

das bactérias isoladas de nódulos das coleções de 

culturas. Além disso, apresenta vantagem sobre 

a detecção de um único amplicon, pois reduz o 

custo das reações e maximiza a utilização dos 

equipamentos possibilitando o teste de um maior 

número de isolados ao mesmo tempo. A utilização 

dos métodos de PCR em multiplex (ou simplesmente 

multiplex PCR) é muito difundida na microbiologia 

médica, veterinária (CORDEIRO et al., 2008) e 
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fitopatologia (RESTREPO et al., 2008) para a 

detecção de diversos patógenos. Poucas aplicações 

com esta abordagem têm sido desenvolvidas na 

microbiologia do solo ou ambiental, especialmente 

na rizobiologia.

Neste trabalho são apresentados os resultados de 

um método de PCR duplex para a amplificação 

simultânea de fragmentos dos genes nifH e nodC em 

rizóbios.

Foram utilizadas as estirpes de rizóbio BR 322 (CIAT 

899T) de Rhizobium tropici (estirpe atualmente 

autorizada para a produção de inoculantes para a 

cultura do feijoeiro, comum no Brasil), BR 4007 

de Ensifer sp. (estirpe atualmente autorizada para 

a produção 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 produção de inoculantes para 

o feijão-caupi no Brasil). Também foram utilizadas 

as estirpes BR 11001 (Sp7T) de Azospirillum 

brasilense (estirpe tipo da espécie) e BR 11417 

(Z94) de Herbaspirillum seropedicae (estirpe com 

eficiência agronômica 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, 

Adaptação das condições de reação 
para a amplificação simultânea de 
fragmentos dos dois genes

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 (DÖBEREINER 

et al., 1995) líquido por 5 dias. Todas as bactérias 

foram crescidas em agitador orbital sob agitação 

constante de 100 rpm à temperatura ambiente.

Para a adaptação dos métodos e desenvolvimento 

das reações foram utilizadas amostras de DNA 

extraído utilizando-se o kit comerciai, de acordo 

com as instruções do fabricante. O DNA extraído foi 

armazenado a -20 °C. Nas PCRs foram utilizados 

os iniciadores PolF (TGCGAYCCSAARGCBGACTC) 

e PolR (ATSGCCATCATYTCRCCGGA) para a 

amplificação de um fragmento de aproximadamente 

360 pb correspondente à parte do gene nifH no 

operon nifHKD (POLY et al., 2001) e  NodCF 

(AYGTHGTYGAYGACGGTTC) e NodCR(I) 

(CGYGACAGCCANTCKCTATTG) para a 

amplificação de um fragmento interno ao gene nodC 

com aproximadamente 980 pb (LAGUERRE et al., 

2001).

As reações foram dimensionadas para um volume 

final de 10 μL e o mix para a reação no sistema 

duplex foi adaptado, de maneira que a concentração 

final do par de iniciadores PolF/PolR foi mantida 

e a dos iniciadores NodCF/NodCR(I) foi reduzida, 

em relação às utilizadas no sistema simples (com 

apenas um dos pares de iniciadores). O programa 

da PCR também foi adaptado para a amplificação 

no sistema duplex, e as alterações realizadas nas 

etapas de anelamento e extensão (Tabela 1).

Tabela 1. Composição do mix de reação e programação da PCR para a amplificação de segmentos 

dos genes nifH e nodC nos sistemas uniplex e duplex.

Iniciadores PolF/PolR NodCF/NodCR(I) PolF/PolR + NodCF/NodCR(I)

Composição do mix de reação 

Tampão de reação 1X 1X 1X

MgCl
2

2,3 mM 2,7 mM 2,5 mM

dNTP 0,25 mM 0,8 mM 1,2 mM

Taq DNA polimerase 0,2 U 0,2 U 0,25 U

Iniciador (Foward/Reverse) 1,0 µM (cada) 0,75 µM (cada) 1,0 µM (nifH) + 0,6 µM (nodC) 

DNA 1 µL* 1 µL 1 µL

Programa da PCR

Desnaturação inicial 94 °C por 5 min 94 °C por 5 min 94° C por 5 min

Desnaturação 94 °C por 45 s 94 °C por 1 min 94 °C por 1 min

35 ciclosAnelamento 57 °C por 30 s 55 °C por 1 min 55 °C por 45 s

Extensão 72 °C por 30 s 72 °C por 1 min 72 °C por 1 min

Extensão final 72 °C por 1 min 72 °C por 1 min  72 °C por 1 min

*Aproximadamente 20 ng.µL-1
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Os produtos da PCR foram submetidos à 

eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% (p/v) 

a 100 V por 120 minutos. O gel foi corado com 

brometo de etídeo (8 pM) adicionado ao gel após a 

fusão e resfriamento da agarose. A visualização do 

gel foi realizada em um transluminador sob luz UV.

Os resultados obtidos para o método demonstram 

que a amplificação foi bem sucedida tanto para os 

pares de iniciadores em separado como na reação 

em duplex (Figura 1). 

Figura 1. Amplificação do gene nifH e/ou do gene nodC  em estirpes de bactérias diazotróficas – 1 a 3=BR 322; 
4 a 6=BR 3262; 7 a 9= BR 3267; 10 a 12= BR 4007; 13 a 15= BR 11001; 16 a 18=BR 11417. Canaletas 1; 
4; 7; 10; 13 e 16= amplificação de um segmento do gene nifH. Canaletas 2; 5; 8; 11; 14; e17= amplificação de 
um segmento do gene nodC . Canaletas 3; 6; 9; 12; 15 e 18= amplificação dos segmentos dos genes nifH e nodC 
simultaneamente, no sistema duplex. Nas laterais do gel= marcador de peso molecular 1kb DNA Leader (Bioron, 
Ludwigshafen, Alemanha).

Também foi possível observar que nas canaletas 

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

reações feitas com o DNA molde das bactérias 

associativas BR 11001 e BR 11417, não houve 

amplificação do gene nodC, conforme esperado para 

bactérias não nodulantes. Nas reações realizadas 

no sistema duplex, canaletas 15 e 18, observou-se 

apenas a amplificação de nifH, demonstrando não 

haver interferência dos iniciadores NodCF e NodCR(I) 

na amplificação de nifH, mesmo nas reações em que 

não estão sendo consumidos e estão abundantes ao 

longo dos ciclos da PCR.

Na reação duplex, o mix adaptado apresentou 

adequação à amplificação dos dois genes. 

Vale ressaltar que cada par de iniciador tem 

características específicas por causa da sua 

sequência, grau de degeneração, sequência alvo, 

entre outras. Dessa forma, a adaptação deste 

método para a utilização de outros iniciadores 

poderá não apresentar os mesmos resultados com 

o mix de reação adaptado para esta reação em 

duplex, necessitando assim de alterações no mix de 

reação e possivelmente na programação da PCR.

Para a segunda avaliação, utilizando diferentes 

métodos alternativos para a extração do DNA 

bacteriano, foi utilizada apenas a estirpe BR 322. 

A bactéria foi crescida em meio YM, conforme 

descrito acima, e as reações de PCR foram feitas no 

sistema simples e duplex. Para essa avaliação, foram 

utilizadas cinco formas alternativas para a obtenção 

do DNA, com o objetivo de reduzir o custo e o 

tempo gasto para a realização da PCR. Os métodos 

alternativos 

para a extração 

de DNA estão 

esquematizados 

na Figura 2 e 

se baseiam na 

centrifugação e 

realização ou não do 

choque térmico em 

caldos de cultivo.

Avaliação do método utilizando DNA 
obtido a partir de métodos alternativos 
de extração

Figura 2. Esquematização dos métodos de extração de DNA utilizados com 
a estirpe BR 322 para a avaliação da eficiência do método de duplex PCR. 
Método 1) crescimento em meio líquido   centrifugação   congelamento;  
Método 2) crescimento em meio líquido  centrifugação   congelamento 

 fervura; Método 3)  ressuspensão das colônias de placa de Petri em 
água ultrapura  centrifugação  congelamento  fervura; Método 
4)  ressuspensão das colônias de placa de Petri em água ultrapura  
centrifugação  congelamento; Método 5) ressuspensão de colônia em placa 
de Petri diretamente no mix de reação.
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Essa avaliação foi realizada três vezes para 

assegurar o desempenho dos métodos. O 

preparo dos géis, as condições eletroforéticas e 

a visualização do gel foram realizadas conforme 

descrito anteriormente.

Avaliando-se os métodos alternativos de extração 

de DNA, foi possível observar que houve diferenças 

na eficiência da PCR na reação duplex (Figura 3). 

Comparado à reação realizada com o DNA extraído 

com o kit comercial, é possível observar maior 

nitidez para a amplificação simultânea dos dois 

amplicons alvos nos métodos de extração 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.

Figura 3. Avaliação do método de extração de DNA da estirpe BR 322 na eficácia da 
reação de PCR em duplex para a detecção dos genes nifH e nodC. Canaletas 1, 4, 7, 10, 13 e 16 = 
amplificação dos genes nifH e nodC no sistema duplex; Canaletas 2, 5, 8, 11, 14 e 17 = amplificação do 
gene nodC no sistema simples; Canaletas 3, 6, 9, 12, 15 e 18 = amplificação do gene nifH no sistema 
simples. Nas laterais do gel = marcador de peso molecular 1kb DNA Leader (Bioron, Ludwigshafen, 
Alemanha).

Para a reação realizada com o DNA extraído a 

partir da suspensão das células sem a aplicação 

do choque térmico, método 4 e da amplificação 

direta da colônia na placa de Petri sem qualquer 

tratamento, método 5, não foi possível observar 

o amplicon de 360 pb quando a amplificação foi 

realizada no sistema duplex. Isso poderia implicar na 

ocorrência de falsos negativos quando da utilização 

destes métodos de extração para bactérias isoladas 

de nódulos. Dessa forma, indica-se a utilização de 

um dos métodos (1 ou 3) em que há a aplicação do 

choque térmico para a obtenção do DNA bacteriano.

Apesar da eficiência do método de extração na 

reação de PCR, falhas na amplificação de um 

dos fragmentos podem ocorrer, uma vez que o 

isolamento de bactérias de nódulos de leguminosas 

tropicais pode revelar bactérias com perfis genéticos 

distintos daqueles observados pelos isolados de 

bactérias já bem estudadas e caracterizadas. Neste 

caso, é aconselhada a realização da reação de PCR 

simples para o fragmento que não foi amplificado 

para assegurar a presença do fragmento no material 

genético do isolado bacteriano em avaliação.

No caso da ausência da amplificação de um 

fragmento correspondente ao gene nodC, se 

o sucesso na amplificação não for alcançado 

mesmo após a realização da reação simples, a 

bactéria em avaliação pode ser um dos rizóbios 

que não apresentam genes nod, como descrito 

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

de dar continuidade ou não as avaliações com as 

bactérias que apresentem essas características 

deve ficar a critério do pesquisador. No Laboratório 

de Microbiologia do Solo da Embrapa Semiárido, a 

equipe entende que a ocorrência destas bactérias 

na região semiárida é possível e bactérias nas quais 

apenas o gene nifH é 

amplificado (mesmo 

após a tentativa da 

amplificação do gene 

nodC por PCR em 

sistema simples) foram 

selecionadas para as 

avaliações posteriores.

 

Apesar de haver poucos relatos de aplicação dos 

métodos de PCR em multiplex à microbiologia do 

solo ou ambiental, a adaptação deste método para 

a detecção simultânea de fragmentos dos genes 

nodC e nifH em bactérias isoladas de nódulos de 

leguminosas pode ser importante para a redução 

do tempo e do volume de trabalho nos ensaios de 

autenticação dos isolados obtidos na estruturação 

de coleções de culturas.

Além disso, foi demonstrado que para a realização 

deste método, não é necessária a aplicação de kits 

de extração de DNA ou de procedimentos mais 

laboriosos que geram maior quantidade de resíduo 

(como o método fenol:clorofórmio:álcool isoamílico). 

A extração simples, submetendo as células ao 

choque térmico, gera resultados com boa resolução 

na reação em duplex, permitindo a detecção da 

presença dos amplicons dos genes nodC e nifH.

Considerações finais
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