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RESUMO 

  
A inoculação de rizóbios em espécies leguminosas já é bastante conhecida 

e levou o Brasil a um avanço na produção de soja.  Para garantir a qualidade 
desses produtos inoculantes é necessário o desenvolvimento de metodologias 
específicas. A detecção das estirpes constantes na embalagem no produto 
comercial e em solo e planta inoculada é uma forma de fiscalizar a qualidade do 
produto. Para tanto os objetivos deste trabalho foram detectar a presença das 
estirpes de bradirrizóbios recomendadas para a cultura da soja SEMIA 5079 e 
5080 (Bradyrizobium japonicum) e SEMIA 587, 5019 (Bradyrizobium elkanii), que 
devem estar presentes nas formulações de inoculante comerciais, usando-se a 
técnica de REP- PCR.  Detectar a presença destas estirpes em nódulos de 
plantas de soja inoculadas e em solo de área cultivada. Foi instalado um 
experimento com soja em vasos, na casa de vegetação.  A soja foi inoculada com 
as estirpes de Bradyrhizobium e com inoculantes comerciais.  Os nódulos foram 
utilizados para a extração de DNA. Também foi realizada extração de DNA de 
amostras de solo cultivado com soja e de nódulos de soja coletados do campo e 
de estirpes puras e produto inoculante. As extrações foram realizadas com os 
Kits: Wizard DNA Purification® (Promega corp., Madison, USA) e Power Soil. 
Após foi realizada a amplificação do DNA genômico utilizando-se a técnica de 
REP - PCR com o primer iniciador BOX A1 e com o primer ERIC 1 e ERIC2. O 
perfil de bandas da amplificação do DNA genômico da mistura de estirpes pela 
PCR com os oligonucleotideos iniciadores ERIC e BOX A possibilitou a 
diferenciação de produtos contendo misturas de estirpes diferentes. Nas 
condições deste trabalho, a técnica de amplificação pela PCR com BOXA1 ou 
ERIC do DNA de nódulos de plantas inoculadas não se mostra adequada para a 
identificação das estirpes de rizóbios que induziram a formação destes nódulos 
em plantas de soja cultivada em casa de vegetação.Não ocorreu a amplificação 
do DNA extraído de amostras de solo cultivado com soja pela reação em cadeia 
da polimerase com os oligonucleotídeos iniciadores BOX A e ERIC.  A 
amplificação pela PCR com BOXA1 do DNA extraído de nódulos de plantas 
cultivadas a campo apresenta baixa similaridade com os obtidos das amostras de 
produtos inoculantes comerciais utilizados e não permite a identificação da   
mistura de estirpes que foram inoculadas nas plantas. 
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ABSTRACT 

 

Inoculation of rhizobia in legume species is very well known and led Brazil 
to advance in soybean production. To ensure the quality of these inoculant 
products is necessary to develop specific methodologies. The detection of strains 
contained in packaging of the commercial product and in soil and plant inoculated 
is a way to monitor the quality of the product. Therefore the objectives of this study 
were to detect the presence of “bradirrizóbios” strains recommended for soybean 
SEMIA 5079 and 5080 (Bradyrizobium japonicum) and SEMIA 587, 5019 
(Bradyrizobium elkanii) that must be present in the formulations of commercial 
inoculant, by using the technique of REP-PCR. To detect the presence of these 
strains in inoculated nodules of soybean plants into soil and cultivated area, an 
experiment was set up with soybeans in pots in a greenhouse. Soybeans were 
inoculated with the strains of Bradyrhizobium and commercial inoculants. The 
nodules were used for DNA extraction. Additionally it was carried out DNA 
extraction from soil cultivated with soybeans and soybean nodules collected from 
the field and pure strains and inoculant product. The extractions were performed 
with the following kits: Wizard DNA Purification® (Promega corp., Madison, USA) 
and  Power Soil. Afterwards was performed the amplification of the genomic DNA 
using the technique of REP - PCR primer with the starting primer A1 and with the 
primer ERIC1 and ERIC2. The profile of the bands’ amplification of the genomic 
DNA from the mixture of strains by PCR with primer ERIC and BOX A allowed to 
differentiate products containing mixtures of different strains.  In this study 
conditions, the technique of PCR amplification with the BOXA 1 or ERIC of DNA 
from nodules of inoculated plants, is inadequate for the identification of strains of 
rhizobia, which induced the formation of nodules on soybean plants grown in 
greenhouse. It was not observed amplification of DNA extracted from soil samples 
cultivated with soybeans by PCR with primer BOX A and ERIC. Amplification by 
PCR with BOXA 1 of the DNA extracted from plants’ nodules grown in a field has 
low similarity with the product samples obtained from commercial inoculants used 
and it does not allow the identification of the mixture of strains that were inoculated 
in the plants. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
A inoculação de rizóbios em espécies leguminosas já é bastante 

conhecida e levou o Brasil a um avanço na produção de soja. Esta técnica 

também tem contribuído com a redução do uso de fertilizantes nitrogenados, 

diminuindo impactos ambientais como a contaminação do lençol freático com 

substâncias nitrogenadas que são capazes de lixiviar e se deslocar no perfil do 

solo. Atualmente novos produtos inoculantes têm surgido no mercado 

internacional e muitas solicitações para registro de produtos inoculantes tem 

sido efetuadas no Brasil. A quase totalidade destes inoculantes busca utilizar a 

interação benéfica existente entre plantas e microrganismos simbiontes, 

endofíticos ou associativos, que possam estimular o desenvolvimento das 

plantas cultivadas e aumentar a produção de grãos ou a oferta de forragem 

com elevado teor de proteína e digestibilidade ao rebanho. 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) através 

da lei 6.894 criada em 16 de dezembro de 1980 dispõe sobre a inspeção e 

fiscalização da produção e do comércio de fertilizantes, corretivos, inoculantes 

ou biofertilizantes, destinados à agricultura. A Portaria nº 340, de 28 de 

setembro de 2009, (MAPA, 2009) regulamenta o controle de qualidade do 

produto comercial, prevendo metodologias específicas a serem realizadas 

pelos laboratórios certificados pelo MAPA. A Instrução Normativa n°13, de 24 

de março de 2011 (MAPA, 2011), regulamenta a produção dos inoculantes, 

garantindo qualidade e recomendando estirpes específicas para cada tipo de 

inoculante. A Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária - FEPAGRO, em 

Porto Alegre, é a instituição que realiza as análises de qualidade dos 

inoculantes. Para identificação dos microrganismos presentes nos inoculantes 

a Portaria nº340/09 sugere a identificação sorológica por aglutinação das 

estirpes ou como alternativa, recomenda análises de biologia molecular.  
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Os objetivos deste trabalho foram detectar a presença das estirpes de 

bradirrizóbios recomendadas para a cultura da soja, SEMIA 5079 e 5080 

(Bradyrizobium japonicum) e SEMIA 587, 5019 (Bradyrizobium elkanii), que 

devem estar presentes nas formulações de inoculante comerciais, usando-se a 

técnica de REP- PCR.  Detectar a presença destas estirpes em nódulos de 

plantas de soja inoculadas e em solo de área cultivada. 

Como o cultivo de microrganismos fornece informações limitadas sobre 

sua diversidade, pois a maioria dos organismos existentes não é facilmente 

isolada por meio de técnicas de cultivo (Roesch et al., 2007), o presente 

trabalho utilizou métodos de extração de DNA dos microrganismos diretamente 

das amostras ambientais 

 

 

 



 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1- Inoculantes comerciais  

 
O inoculante consiste de uma cultura de rizóbio previamente 

selecionada, misturada a um veículo, normalmente turfa. Ao longo das últimas 

décadas, grande parte dos inoculantes comercializados no Brasil utiliza a turfa 

como veículo e, ainda hoje este veículo é considerado adequado, porque além 

de possibilitar a manutenção de elevado número de bactérias viáveis, oferece 

proteção física contra as adversidades do solo (Lupwayi et al., 2005) . Os 

inoculantes turfosos são vendidos no Brasil desde a década de 1950 (Freire; 

Vernetti, 1999). Já os inoculantes com formulações líquidas se destacam para 

a cultura da soja, uma vez que são adequados a aplicação em grandes áreas 

por facilitar a semeadura mecanizada (Lupwayi et al., 2005). O inoculante 

líquido é composto por um substrato estéril, podendo ser produzido e 

esterilizado na própria indústria. Por possuir natureza fluida, a adesão dos 

microrganismos e a aplicação em sementes ou no campo torna-se facilitada. 

No entanto, a sobrevivência de bactérias nesse tipo de inoculante e nas 

sementes inoculadas é dificultada porque as bactérias não estão tão protegidas 

do estresse ambiental (Singleton et al., 2002; Tittabutr et al., 2007). 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) não 

restringe a utilização de nenhum material como veículo de inoculante no Brasil, 

desde que o mesmo seja capaz de atender as determinações do MAPA. Sendo 

assim, a oferta de inoculantes no mercado brasileiro é bastante variada em 

relação ao suporte utilizado, podendo ser líquido, turfoso, gel ou liofilizado.  

Segundo Keyser (1992), os fatores que caracterizam um suporte adequado são 

a facilidade de obtenção e esterilização (autoclave ou radiação), manutenção 

da infectividade e efetividade das estirpes inoculadas durante o período de 

estocagem e ausência de toxicidade aos seres humanos, animais e plantas. 
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Problemas com a qualidade dos inoculantes comerciais têm sido freqüentes e 

podem ser atribuídos ao uso de turfa não esterilizada e ao baixo teor de 

matéria orgânica presente (Vargas e Hungria, 1997).  

A RELARE - Rede de Laboratórios para Recomendação de Estirpes de 

Rhizobium – realizou o primeiro fórum para definir inoculantes e técnicas de 

inoculação no ano de 1985. Neste fórum, destacou-se a discussão e definição 

dos mecanismos de recomendação de estirpes para o uso de inoculantes 

brasileiros (RELARE, 1985). Atualmente a coleção SEMIA (Seção de 

Microbiologia Agrícola da Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária - 

(FEPAGRO) é responsável, desde então, pela manutenção e distribuição das 

estirpes utilizadas comercialmente no país. Estas estirpes são reconhecidas 

como as mais eficientes para as respectivas culturas recomendadas, 

representando um reservatório valioso de bactérias e genes de grande valor 

biotecnológico (Comunicado técnico EMBRAPA). 

A produção de inoculantes com estirpes de rizóbios no mercado 

brasileiro é uma das maiores do mundo, sendo comercializadas mais de 23 

milhões de doses por ano, das quais mais de 95% são destinadas para a 

cultura da soja e aproximadamente 4% para cultura do feijoeiro (Chueire et al., 

2003). O país possui legislação específica que regulamenta a produção, 

comercialização e importação de inoculantes. Na cultura da soja a inoculação é 

prática adotada há longa data. Atribui-se à fixação biológica de nitrogênio a 

viabilidade econômica dessa leguminosa, pois, embora demande muito 

nitrogênio em razão do elevado teor protéico de seus grãos, a simbiose rizóbio-

leguminosa torna desnecessário o emprego de adubação nitrogenada. A 

redução da aplicação de nitrogênio no solo diminui a contaminação dos 

recursos hídricos, principalmente com nitrato, sendo a inoculação com 

microrganismos fixadores de nitrogênio positiva, tanto no aspecto econômico 

como no ambiental. 

Recentemente novos produtos inoculantes de gramíneas estão sendo 

lançados, como inoculantes para milho, cana-de- açúcar e trigo. Os inoculantes 

para a cultura do milho e trigo contêm a bactéria Azospirillum brasiliense que é 

capaz de realizar o processo de fixação biológica do nitrogênio e de promover 

o crescimento das plantas, pela produção de diversos hormônios vegetais que 
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resultam em um maior crescimento das raízes e, consequentemente, em maior 

absorção de água e nutrientes.  

 

2.2- Legislação para produção e qualidade de inoculantes no 

Brasil 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) é o 

responsável pela inspeção, fiscalização da produção, importação, exportação e 

comércio de inoculantes no Brasil. Em sua instrução Normativa nº 13, de 24 de 

março de 2011 (MAPA, 2011), estabelece que os produtos que contenham 

bactérias fixadoras de nitrogênio para simbiose com leguminosas devam conter 

concentração mínima de 109 unidades formadoras de colônias (UFC) por 

grama ou mililitro de produto, até a data de vencimento, de tal forma que esta 

concentração equivale à quantidade de inoculante que deve ser misturada a 

50Kg de sementes de soja para proporcionar, no mínimo, 600.000 células 

bacterianas viáveis por sementes. Os inoculantes devem ser elaborados com 

suporte estéril e estarem livres de microrganismos não especificados até o fator 

de diluição 10-5, o suporte pode ser sólido ou fluido e ter um prazo de validade 

mínimo de 6 meses a contar da data de fabricação; e devem conter pelo menos 

duas estirpes, podendo essas estarem em diferentes combinações. 

O inoculante necessita apresentar uma alta concentração de células 

viáveis para que ocorra uma boa colonização da raiz. Para isso, são 

imprescindíveis uma estirpe eficiente e um ótimo veículo de inoculação. O 

número de bactérias deve ser o maior possível no momento da colonização, e 

para que isso ocorra, é necessário que o inoculante forneça um alto número de 

rizóbios viáveis ou utilize-se uma maior dosagem para compensar as perdas 

entre a inoculação da semente e a nodulação efetiva. (Brockwell, 1995; Schuh, 

2005). 

A Portaria 340, de 01 de outubro de 2009, estabelece as metodologias 

oficiais para controle de qualidade de inoculantes.  O artigo 17º propõe que os 

microrganismos presentes no produto inoculante sejam identificados através de 

métodos sorológicos por aglutinação (Vicent, 1970). O artigo 19º sugere, como 

alternativa a utilização de rep-PCR (amplificação de sequências repetitivas no 
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genoma), e recomenda que sejam utilizadas colônias puras ou crescidas em 

meio líquido. 

A Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária (FEPAGRO) é a 

instituição responsável pelo controle de qualidade dos inoculantes produzidos e 

importados pelo Brasil. Este controle de qualidade abrange as análises de 

riqueza dos inoculantes com contagem de concentração mínima de 109 células 

viáveis através do crescimento em meio Levedura-Manitol (Vicent, 1970) pelo 

método de Espalhamento em Superfície (Spread Plate), análise de 

contaminanres até diluição de 105 e identificação dos microrganismos 

presentes dentro do produto comercial através de sorologia. 

A sorologia têm sido utilizada para caracterizar os rizóbios, pois os 

mesmos apresentam grande heterogeneidade antigênica, o que possibilita a 

separação dessas bactérias em tipos antigênicos distintos (Lemos, 1994). As 

quatro estirpes recomendadas para produção de inoculantes de soja possuem 

antígenos e antissoro correspondente para cada estirpe (Mendes et al., 2000 ),  

todavia, não existe  um antígeno especifico para cada estirpe e  

consequentemente um antissoro correspondente. Outro problema encontrado 

acontece quando as estirpes não reagem com os soros testados (Hungria, 

1994; Bangel, 2000). As técnicas de biologia molecular tem sido cada vez mais 

utilizadas devido a estes problemas e também a sua eficiência e praticidade. 

 

 2.3 - Rizóbios 

 
Bactérias que habitam as raízes de plantas são denominadas 

rizobactérias, podendo ser classificadas de acordo com seus efeitos sobre o 

crescimento vegetal em benéficas, deletérias ou neutras (Dobbelaere et al., 

2003). As que exercem efeitos benéficos são denominadas rizobactérias 

promotoras de crescimento vegetal. Os efeitos positivos podem ocorrer por 

influência direta ou indireta. Por influência direta pode-se citar o aumento de 

solubilização e entrada de nutrientes ou produção de reguladores de 

crescimento vegetal e por influência indireta a supressão de patógenos, por 

produção de sideróforos ou antibióticos (Asghar et al., 2002). 

 As bactérias diazotróficas, devido à sua habilidade em converter o 

nitrogênio atmosférico (N2) em amônia (NH3), que pode ser utilizada pela 
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planta, são consideradas promotoras de crescimento vegetal. A Fixação 

biológica de nitrogênio, através da simbiose rizóbio- leguminosa é uma forma 

eficiente e barata de suprir as necessidades de nitrogênio para as culturas. 

 Segundo Evans & Burris (1992), de acordo com a relação que as 

bactérias diazotróficas estabelecem com as plantas, podem ser classificadas 

em três grupos: bactérias de vida livre, que fixam nitrogênio para seu próprio 

uso; bactérias associativas, que contribuem para o crescimento da planta sem 

formar estruturas vegetativas diferenciadas, não estabelecendo uma simbiose; 

e bactérias simbióticas, que estabelecem uma relação muito estreita com a 

planta, sendo na maioria dos casos formadas estruturas vegetativas 

diferenciadas denominadas nódulos.  

 As bactérias que estabelecem relações simbióticas com as leguminosas 

são denominadas rizóbios. Apesar da relação simbiótica rizóbio-leguminosa ser 

consagrada, estes microrganismos também podem, por outros mecanismos, 

estimular o crescimento e o desenvolvimento de plantas de outras famílias 

além das leguminosas. Durante a associação entre rizóbio- leguminosa, a 

bactéria induz a planta a desenvolver um novo órgão, o nódulo. A formação 

dessa estrutura depende de um reconhecimento específico entre a bactéria e a 

planta hospedeira, ocasionando a invasão dos rizóbios no tecido vegetal.  

 

2.4 - Técnicas de biologia molecular para detecção de rizóbios 

 A identificação e a caracterização taxonômica dos rizóbios baseavam-se 

tradicionalmente nos resultados de especificidade por hospedeiros, análise 

da morfologia de colônias em meio de cultura, resistência intrínseca a 

antibióticos, características bioquímicas, suscetibilidade a bacteriófagos, 

reações sorológicas, particularmente com antígenos termoestáveis, entre 

outros. Atualmente a identificação de populações microbianas, tanto em 

nível de gênero, espécie e até mesmo estirpe tem sido possível com a 

utilização de técnicas baseadas na biologia molecular (Schneider e de 

Brujin, 1996).  

Os maiores avanços na utilização de técnicas de biologia molecular 

estão sendo obtidos pela comparação das sequências de nucleotídeos do 

DNA, em especial na reagião que codifica o gene 16S rRNA, considerada 
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conservada entre as bactérias, mas ao mesmo tempo, com variabilidade e 

quantidade de informações suficientes para revelar, claramente, as relações 

filogenéticas entre as espécies (Woese, 1987; Weisburg et al., 1991), até 

mesmo entre os rizóbios e agrobactérias (Willems & Collins, 1993). 

 As análises genéticas de organismos sofreram um grande impulso após 

a descoberta da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction, ou seja, Reação 

em cadeia da polimerase). Esta técnica permite a amplificação de sequências 

específicas de DNA, permitindo a detecção de bactérias ao nível de gênero, 

espécie ou estirpe, dependendo dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) 

utilizados.  Uma variação do método de PCR denomina-se REP-PCR, e 

baseia-se na utilização de primers correspondentes a seqüências repetitivas de 

consenso, dispersas no genoma das eubactérias (Brujin, 1992). A amplificação 

de seqüências repetitivas intergênicas, conhecidas como ERIC (Enterobacterial 

Repetitive Intergenic Consensus) e elementos BOX, geram padrões altamente 

característicos, quando separadas em gel de agarose (Selenska-Pobell, 1995). 

O oligonucleotídeo BOX (Versalovic et al., 1994) é uma sequência de DNA 

altamente repetitiva e conservada, localizada em regiões intergênicas de 

Streptocccus pneumoniae, próximas a genes envolvidos na virulência ou 

competência e transformação genética. A dispersão desses fragmentos pode 

ser indicativa da estrutura e evolução do genoma bacteriano em função da 

seleção (Martin et al., 1992). 

  Com a metodologia de REP-PCR é possível obter uma boa 

discriminação das amostras em nível de estirpe, embora não seja capaz de 

agrupá-las quanto à espécie ou gênero (Olive & Bean, 1999). Como os primers 

não são específicos para gênero, espécie ou estirpe, a técnica permite que os 

primers generalizados sejam utilizados para comparar diferentes bactérias 

dentro de uma mesma população. 

 Perfis moleculares que são característicos de centenas de estirpes de 

rizóbios, incluindo as estirpes autorizadas para a produção de inoculantes 

comerciais foram obtidos utilizando-se a técnica de REP-PCR (Hungria et al., 

1998; Santos et al., 1999; Chen et al.,2000). Do mesmo modo, a obtenção de 

perfis de bactérias diazotróficas endofíticas ou associativas se mostrou 
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altamente eficiente utilizando-se a análise por REP-PCR (Albino et al., 2006; 

Torres et al., 2008). 

 Estirpes de rizóbios também podem ser diferenciadas pela técnica de 

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism, ou seja, Polimorfismo do 

comprimento do fragmento amplificado). A técnica de AFLP baseia-se na 

amplificação seletiva, por PCR, de fragmentos de DNA genômico total, gerados 

pela digestão com enzimas de restrição (Vos et al.,1995;Lin et al.,1996; Olive e 

Bean,1999). A AFLP tem sido cada vez mais aplicada para diferenciar 

linhagens de microrganismos (Huys et al;2000), inclusive para a diferenciação 

de bactérias fixadoras de nitrogênio (Gao et al.,2001). 

 A técnica de REP-PCR tem sido utilizada concomitantemente com a 

AFLP por alguns autores (Ventura & Zink,2002). Com essa união é possível 

aliar a simplicidade e rapidez da REP-PCR na distinção de linhagens 

bacterianas e nos estudos de diversidade, com a capacidade discriminatória da 

AFLP (Giongo, 2007).    

 A técnica RFLP (Restriction fragment Length Polymorphism – 

Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição) é bastante utilizada 

para caracterizar a variabilidade dos isolados bacterianos, com a amplificação 

de um gene seguida pelo uso de endonucleases de restrição. 

 

2.5 - Classificação de rizóbios que nodulam soja 

 
 As bactérias que nodulam a soja eram classificadas como Rhizobium 

japonicum do ano de 1932 até 1980 (Fred et al., 1932; Buchanan, 1980), 

apesar de apresentarem crescimento lento e reação alcalina em meio de 

cultura que continha manitol como fonte de carbono, diferindo de um grupo 

grande  de estirpes de rizóbios. A partir de 1982, as bactérias da espécie R. 

japonicum foram reclassificadas em um novo gênero, Bradyrhizobium 

(“bradus”, grego, significando lento), que apresentava uma única espécie 

definida, Bradyrhizobum japonicum (Buchanan 1980) Jordan, 1982 (Jordan, 

1982, 1984). Já a partir da década de 80, vários trabalhos constataram grande 

variabilidade genética e fisiológica entre as estirpes de B. japonicum, 

conseqüentemente, Kuykendall et al. (1992) sugeriram a subdivisão de 

Bradyrhizobium em duas espécies, B. japonicum e B. elkanii.  
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 Segundo Lemos, 1994, as quatro estirpes recomendadas para a cultura 

da soja, foram divididas em dois grupos distintos, SEMIA 5079- SEMIA 5080 e 

SEMIA 587-SEMIA 5019. Esse agrupamento foi feito realizando-se análise de 

locos enzimáticos múltiplos, sorologia, morfologia de colônia e atividade de 

hidrogenase por Sato et al.(1999), também por RAPD. Outro estudo, onde foi 

realizada a análise genética por hibridização com a sequencia 16S rRNA  

(Rumjanek et al., 1993) indicou que as estirpes SEMIAs 587 e 5019 pertenciam 

à espécie B. elkanii. Já Lunge et al. (1994), pela análise de RAPD (DNA 

polimórfico amplificado  aleatoriamente), verificaram que cada estirpe foi 

posicionada em um grupo distinto, enquanto, pela técnica de RFLP com 

marcadores nif e nod, as estirpes foram divididas em dois grupos distintos, 

SEMIA 5079-SEMIA 5080 e SEMIA 587- SEMIA 5019.  

. 

 

 



 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1- Cultivo das estirpes estudadas  

As estirpes autorizadas para a produção de inoculantes comerciais 

foram obtidas da Coleção de Cultura de rizóbios (Seção de Microbiologia –

SEMIA) da Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária (FEPAGRO), Porto 

Alegre – Rio Grande do Sul - Brasil. Posteriormente, foram mantidas no 

laboratório de Microbiologia Agrícola e Biologia Molecular da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), no departamento de Ciências dos 

Solos. As estirpes SEMIA utilizadas são classificadas na tabela 1 de acordo 

com a respectiva cultura agrícola, conforme instrução normativa nº 13, de 24 

de março de 2011 (MAPA, 2011). 

TABELA 1. Estirpes autorizadas para produção de inoculantes para soja 

Cultura 
Agrícola 

Nome 
comum 

Estirpe  
(SEMIA) 

Gênero/Espécie Acesso 
Genbank* 

Glycine max   
   

Soja   
 

5079 Bradyrhizobium 
japonicum   

AF234888
   

  5080 B. japonicum   AF234889
   

  587 B. elkanii   AF234890
   

  5019 B. elkanii  -  

* Tabela adaptada da Instrução Normativa nº13, 24 de março de 2011 
 

 Apesar da estirpe SEMIA 5019 constar na lista, a mesma não foi 

utilizada neste trabalho, devido à dificuldade de encontrar inoculantes 

comerciais contendo esta estirpe. 

As estirpes foram crescidas em placas de Petri com meio LM sólido 

(Levedura - Manitol – Ágar) (Vicent, 1970) e corante vermelho congo, em 

estufa a 28ºC, por 7 dias. 
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 Para manutenção no banco de estirpes, as mesmas foram mantidas em 

meio líquido LM e glicerol 50% e armazenadas no ultra-freezer (ULT Freezer, 

Thermo Electron Corporation, USA), a -80ºC.  

As estirpes foram inoculadas em meio líquido LM em tubos erlenmeyer e 

colocadas no incubador orbital (H300 - Cientec equipamentos para laboratório, 

Piracicaba, Brasil) por 48h, a 28ºC e sob agitação a 12.000 rpm para 

posteriormente realizar a extração de DNA. 

 

3.2- Obtenção de nódulos de soja cultivada em casa de vegetação 

Para a obtenção dos nódulos foi realizado um experimento em casa de 

vegetação utilizando vasos contendo substrato, composto pela mistura de 

vermiculita e areia (2:1), esterilizado em autoclave a 120°C por 45 minutos. 

Sementes de soja da cultivar Don Mario 5.8 i foram desinfestadas com 

lavagens sucessivas em álcool 70% por 60 segundos, hipoclorito de sódio (0,3 

%) por 60 segundos e com água destilada esterilizada por 7 vezes. Foram 

semeadas três sementes por vaso. Foram realizados 7 tratamentos com 4 

repetições, sendo composto por 7 inoculantes comerciais diferentes, sendo 6 

destes inoculantes líquidos e 1 líquido –turfoso, os mesmos encontram-se 

descritos na tabela 2. Os inoculantes continham as misturas de estirpes SEMIA 

5079 e 5080 (Bradyrhizobium japonicum) e 5079 e 587 (Bradyrhizobium 

japonicum e Bradyrhizobium elkanii). Foi inoculado 1 mL do inoculante por 

vaso.  Os vasos foram irrigados com solução nutritiva isenta de nitrogênio 

(Sarruge, 1975), sendo sua composição conforme segue no apêndice na tabela 

7.1. Após 40 dias de cultivo, as plantas foram colhidas e os nódulos foram 

removidos das raízes e desinfestados com álcool 70% por 45 segundos, 

seguido de sua imersão em hipoclorito de sódio por 30 segundos e 7 lavagens 

sucessivas com água destilada esterilizada. Todos os procedimentos de 

desinfestação foram realizados em câmara de fluxo laminar. Após, os nódulos 

foram armazenados em tubos de microcentrífuga, sob temperatura de -20°C 

para extração do DNA. 
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TABELA 2. Composição dos produtos comerciais 

ID *  Natureza SEMIA Riqueza 
(células/mL) 

composição declarada** 

     
INL 1   Líquido 5080 

5079 
6x109 A base de água. 

 
 

INL 2   Líquido 5080 
5079 

5x109 Fosfato dipotássico, sulfato de 
magnésio, cloreto de sódio, 
nitrato de potássio, fosfato 
diamônico, cloreto férrico, 
sulfato de manganês, glicerina, 
extrato de levedura, água 
destilada CSP. 

     
     
INL 3   Líquido   5080 

5079 
3x109 Líquido aquoso. 

     
INL 4 Líquido 5079 

587 
5x109 Substrato estéril a base de 

sacarose, proteína hidrolisada, 
fornecedores de 
micronutrientes, fosfato 
monopotássico, hidróxido de 
sódio, nitrato de potássio, 
cloreto de sódio e água. 

     
     
INL 5   Líquido   5079 

587 
          5x109 Água destilada, glicerol, 

gicose, polímeros, dispersante. 
 

INL 6   Líquido   5079 
587 

         5x109 Água destilada, glicerol, 
gicose, polímeros, dispersante. 
 
 

INLT  Líquido 
Turfoso 

5080 
5079 

5x109 Fosfato dipotássico, Sulfato de 
magnésio; Cloreto de sódio, 
nitrato de potássio, fosfato 
diamônico, cloreto férrico, 
sulfato de manganês, glicerina, 
extrato de 
levedura,Turfa/suporte;  água 
destilada CSP. 

     
     

* ID - Identificação 
** Composição de acordo com o rótulo do produto comercial 
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3.3 - Amostras de solo 

  
Foram coletadas amostras de solo de uma área cultivada com soja no 

município de Machadinho – RS, sendo obtidas 10 amostras de solo na 

profundidade de 0 a 10 cm. Destas 10 amostras, 8 foram retiradas da região da 

linha de semeadura, onde encontravam-se as raízes de soja e 2 amostras 

foram obtidas da entrelinha de semeadura da soja. O solo foi armazenado em 

temperatura de 4°C até as análises posteriores. 

Foi realizado REP-PCR das amostras de solo, utilizando como 

oligonucleotídeo iniciador o BOX A1. 

 
3.4 - Inoculante comercial utilizado na lavoura de soja 
 
Foi realizada extração de DNA de inoculante comercial utilizado na 

lavoura de soja de onde foram retiradas as amostras de solo para extração de 

DNA.  O Inoculante era de formulação líquida para a cultura da soja, contendo 

as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (Bradyrhizobium japonicum), 

concentração de 5x109 células/mL e composição conforme segue a relação da 

matéria prima/função: Água/ solvente, suporte; Extrato de levedura/ Fonte de 

nitrogênio; Glicerol, carboximetilcelulose e gelatina/ Fonte de carbono; Fosfato 

monopotássico, fosfato monoamônico (MAP), cloreto de sódio, nitrato de 

potássio e sulfato de magnésio/ Fonte mineral. 

 Foi realizado REP-PCR, utilizando como oligonucleotideo iniciador o 

BOX A1. 

 

3.5 - Obtenção de nódulos de soja cultivada em campo 
 
No dia 07/01/2012 foram coletadas plantas de soja que se encontravam 

entre o estádio vegetativo V3- V4, de uma área cultivada na Estação 

Experimental Agronômica da UFRGS, município de Eldorado do Sul, RS. Ao 

total foram coletadas 24 plantas. Os nódulos de cada planta foram removidos 

com auxílio de uma pinça e conservados em frascos contendo sílica para sua 

conservação. Os nódulos foram desinfestados com lavagens em álcool 70% 

por 60 segundos, seguido de sua imersão em hipoclorito de sódio por igual 

período e realizando-se o enxágüe com água destilada esterilizada por 7 
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vezes. Após os mesmos foram reidratados, imergindo-os em água destilada 

esterilizada. Cada nódulo foi macerado individualmente em solução salina 0,85 

% com auxílio de uma pinça e uma alíquota de 1,5 mL do sobrenadante foi 

utilizado para realizar a extração do DNA genômico. Os DNAs foram 

caracterizados pela técnica de REP-PCR utilizando o oligonucleotídeo iniciador 

BOX A1. 

3.6 -  Métodos para extração de DNA 

A extração de DNA das estirpes puras isoladas e das contidas no 

inoculante comercial e em nódulos de soja obtidos em casa de vegetação e a 

campo e também de amostras de solo foi realizada utilizando-se Kits de 

extração de DNA. 

Para a extração de DNA das estirpes padrão, uma alíquota de 1,5mL da 

suspenção contendo as células crescidas em tubos de erlenmeyer foi 

transferida a um tubo de microcentrífuga, centrifugadas a 14.000 rpm  por 

2min, para formar pellet de células. Para o inoculante líquido, o procedimento 

foi semelhante, entretanto uma alíquota de 1,5mL foi retirada do produto 

comercial, e posteriormente da mesma forma, centrifugou-se a 14.000 rpm por 

2min, para a formação de pellet de células. 

Para extração do DNA dos nódulos de plantas de soja, cultivadas em 

casa de vegetação em substrato estéril e de nódulos coletados do campo, os 

mesmos foram macerados individualmente em tubos de microcentrifuga 

contendo solução salina 0,85% estéril e, após um pulso em centrifuga, foi 

retirada do sobrenadante uma alíquota de 1,5 mL que foi utilizada para realizar 

a extração de DNA. A extração de DNA das amostras de solo foram realizadas 

conforme a recomendação do Kit de extração utilizado. 

Após estas etapas para a formação dos pellets, os mesmos foram 

utilizados para as distintas extrações de DNA 

 
3.6.1 -  Extração com kit Wizard DNA Purification® 

 
Utilizou- se este Kit para realizar as extrações das estirpes puras, 

inoculante comercial e nódulos de soja. 
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A extração de DNA foi realizada conforme instruções do kit Wizard DNA 

Purification® (Promega corp., Madison, USA), ressuspendendo-se os pellets 

em 600µL da solução “Nuclei Lysis Solution” e incubando-se  a 80ºC por 5min 

em banho seco (Dryblock- BS20, Cambridge, Inglaterra). Após as amostras 

esfriarem até a temperatura ambiente (± 23ºC) foram adicionados 3µL de 

“RNAse Solution” e incubou-se novamente, entretanto, a 37º por 1h. Adicionou-

se 200 µL de “Protein Precipitation Solution” e agitou-se em vortex (Phoenix-

AP56, Araraquara, Brasil) por 20s. Incubou-se as amostras a -20ºC por 5 min e 

em seguida centrifugou-se a 14.000rpm por 3min.  

Os sobrenadantes foram transferidos a tubos de microcentrífuga novos 

onde se adicionou 600µL de isopropanol e mexeu-se gentilmente o tubo até 

formar massa visível. Centrifugou-se novamente a 14.000rpm por 2min. O 

sobrenadante foi descartado sobrando somente o pellet, que foi lavado com 

600µL de etanol 70%, invertendo-se o tubo 4 vezes.  

Centrifugou-se a 14.000rpm por 2 min e cuidadosamente o etanol 70% 

foi aspirado, e deixou-se o pellet  secar por 20 min à temperatura ambiente. 

Reidratou-se o DNA com 100µL da solução “DNA Rehydratation Solution”. As 

amostras de DNA foram estocadas na geladeira, a aproximadamente 4ºC.  

 

3.6.2 -  Extração com kit Power Soil®DNA isolation 

 
A extração das amostras de solo foi realizada conforme especificações 

do fabricante do kit Power Soil® DNA isolation (MO Bio, Carlsbad, CA), de 

maneira que pesou-se 0,25 g de solo e adicionou-se ao microtubo Glass Bead 

de 2 mL. Adicionou-se 750 µL da solução de beads ao microtubo já contendo o 

inoculante.  

Os microtubos foram agitados no vortex (Phoenix-AP56, Araraquara, 

Brasil) por 10s, e adicionou-se 60 µL de Solução C1 a 60ºC, e inverteu-se 

manualmente o microtubo 20 vezes. Posteriormente, os microtubos foram 

agitados em vortex horizontal adaptado (Phoenix-AP56, Araraquara, Brasil) por 

10min, a velocidade máxima.  

Os microtubos foram centrifugados por 14.000rpm por 30 segundos e 

posteriormente foram transferidos 500µL de sobrenadante para um novo 
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microtubo, fornecido pelo kit. Adicionou-se 250µL da Solução C2 e agitou-se no 

vortex (Phoenix-AP56, Araraquara, Brasil) por 5s. Incubou-se a 4º C por 5 min. 

Centrifugou-se por 1 min a 14.000rpm e transferiu-se 500µL do 

sobrenadante a um novo microtubo, e posteriormente adicionou-se 200µL da 

Solução C3 e agitou-se no vortex (Phoenix-AP56, Araraquara, Brasil) por 5s. 

Incubou-se novamente a 4ºC por 5min. 

Os microtubos foram centrifugados por 1 min a 14.000rpm e transferiu-

se  750 µL do sobrenadane para um novo microtubo, onde adicionou-se 1,2mL 

da Solução C4 e agitou-se no vortex (Phoenix-AP56, Araraquara, Brasil) por 

5s.  Adicionou-se 675µL da solução recém agitada no microtubo contendo uma 

coluna de sílica acoplado e centrifugou-se por 1min, a 14.000rpm. Este 

procedimento foi realizado três vezes, e logo após adicionou-se 500 µL da 

Solução C5 e centrifugou-se por 30s a 14.000rpm.  

Transferiu-se a coluna de silica para um novo microtubo e adicionou-se 

100µL da Solução C6 no centro da coluna e centrifugou-se os microtubos por 

40s a 14.000rpm. Descartou-se a coluna de sílica.  

As amostras de DNA foram estocadas na geladeira, a aproximadamente 

4ºC. 

3.6.3 - Quantificação de DNA 

 
Todas os DNA foram quantificados com o emprego do fluorímetro 

Qubit® (Invitrogen corp., California, USA), que foi calibrado para quantificar 

amostras de DNA dupla fita, com fluorescência entre 485 e 530 nm. Uma 

alíquota de 3µL de DNA extraído de cada amostra foi misturada a 197 µL da 

solução de trabalho do Qubit® e posteriormente agitada no vortex (Phoenix-

AP56, Araraquara, Brasil) por 3s. 

 Deixou-se descansar por 2min a temperatura ambiente (±23°C) e 

posteriormente as amostras foram quantificadas no fluorímetro Qubit® 

(Invitrogen corp., California, USA). 
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3.7- Amplificação do DNA genômico das estirpes e do DNA extraído 

dos nódulos de plantas de soja, inoculante comercial e das amostras de 

solo 

Os DNAs obtidos dos nódulos de soja, das estirpes puras, do inoculante 

comercial e das amostras de solo foram caracterizados pela técnica de REP-

PCR que amplifica regiões conservadas e repetitivas do DNA cromossômico 

(Versalovic et al., 1994), utilizando os oligonucleotídeso iniciadores : 

BOX A1- (5’- CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-’3). 

Outro oligonucleotídeo iniciador utilizado foi o ERIC, que corresponde à 

sequências repetitivas intergênicas de enterobactérias (de Versalovic, 1991). 

ERIC: F: 5‘- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3' 

           R: 5‘- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC2G-3’ 
 

As reações de REP- PCR foram realizadas de acordo com o protocolo 

de Versalovic et al. (1994) para um volume total de 25 µL, contendo 30 ng de 

DNA molde, 1U Taq DNA polimerase, Tampão da Taq DNA polimerase 1x, 1,5 

mM MgCl2, 200mM dNTPs (Life Technologies) e 10 pmol de cada 

oligonucleotídeo iniciador. A reação foi realizada em 32 ciclos, como segue: 1 

ciclo de desnaturação inicial a 95ºC por 7 min; 30 ciclos de desnaturação a 

94ºC, anelamento a 52ºC por 1 min; e extensão a 65ºC por 8 min; e 1 ciclo de 

extensão a 65ºC por 16 min. As reações foram realizadas em termociclador 

Thermo Hybaid e os fragmentos foram visualizados em eletroforese a 60V por 

2,5h, com gel de agarose 1,5% em cuba horizontal contendo tampão TBE1X. O 

marcador de peso molecular utilizado foi o 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) e 

o marcador molecular de 400 pb. A visualização do gel foi realizada em 

fotodocumentador G2200 da Kodak. 
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3.8 - Análise dos produtos das amplificações 

O perfil de bandas no gel foi transformado em uma matriz binária 

bidimensional, utilizando-se o programa GelPro Analyser 3.1, onde 0 (zero) 

indicava a ausência de banda e 1 (um) a presença. A 

similaridade/dissimilaridade genética entre os isolados foi medida pelo 

coeficiente de Jaccard (i,j) que não considera as similaridades negativas. 

 



 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Foram realizadas diversas extrações de DNA de amostras de culturas 

puras das estirpes utilizadas em inoculantes comerciais para soja e de nódulos 

e amostras de solo de áreas sob cultivo de soja. Observou-se que a extração 

de DNA de amostras de nódulos e solo, apresentam uma série de dificuldades 

como a presença de contaminantes e dificuldades para se obter uma 

quantidade adequada de DNA para possibilitar as análises por PCR ou outras 

técnicas de biologia molecular. 

 

4.1- Extração de DNA das estirpes puras e de nódulos de soja 

cultivada em casa de vegetação 

 

O método de extração de DNA com o uso do Kit Wizard DNA 

Purification da Promega possibilitou a obtenção de quantidade adequada de 

DNA sem a presença de contaminantes químicos tanto das estirpes (Figura 1) 

como de nódulos radiculares de plantas de soja cultivadas em condições de 

casa de vegetação. A utilização do Kit permitiu a obtenção de adequada 

quantidade de DNA de forma rápida sem maiores dificuldades técnicas. Estas 

características são importantes quando se deseja a utilização de métodos de 

extração de DNA em análises de rotina, como as que são necessárias nas 

análises de qualidade de produtos inoculantes comerciais. Bruxel (2012) 

(dados não publicados) realizou experimentos comparando diferentes métodos 

de extração de DNA e observou que a extração de DNA de estirpes puras foi 

mais eficiente com o emprego do Kit.  
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No entanto, para a extração de DNA de produtos inoculantes turfosos, 

nenhuma das metodologias estudadas conseguiu extrair DNA livre de 

contaminantes químicos e atribuiu isso à natureza do próprio suporte, a turfa, 

que é retirada da camada orgânica de solos de turfeiras e, portanto, constituída 

de substâncias muito diversas. 

Figura 1: DNA genômico extraído das estirpes de B. elkanii (SEMIA 

587 e 5019) e das estirpes de B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) com 

o uso do Kit Wizard DNA Purification da Promega. 

 
4.2- Amplificação do DNA extraído dos nódulos de plantas de soja 

cultivadas em casa de vegetação por PCR com os oligonucleotideos 

iniciadores ERIC e BOX  

 
Na figura 2, são apresentados os perfis eletroforéticos em gel de 

agarose dos fragmentos da amplificação por PCR com o oligonucleotideo 

iniciador BOX A1 do DNA extraído de nódulos de soja cultivada em condições 

axênicas em casa de vegetação. 

Para fins de comparação, realizou-se a amplificação de DNA genômico 

extraído da mistura de duas estirpes crescidas em meio de cultura LM, na 

proporção de 1:1 de cada uma. Na figura 2, na primeira canaleta contem o 

perfil de bandas do marcador de peso molecular de DNA de fago Lambda 1Kb. 

Nas canaletas 2 e 12 são mostrados os perfis da amplificação do DNA extraído 

da mistura das culturas puras das estirpes SEMIA 5079 e 5080 crescidas em 
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laboratório em meio LM. E nas canaletas 7 e 17 são mostrados os perfis da 

mistura da SEMIA 5079 e 587. Nas demais canaletas subsequentes são 

mostrados os perfis de bandas da amplificação dos DNAs extraídos de nódulos 

radiculares das plantas de soja inoculadas com inoculantes comercias 

contendo em sua formulação as misturas das mesmas estirpes.  

Analisando-se o perfil de bandas (Figura 2) obtidas na amplificação do 

DNA por BOX – PCR percebe-se que muitas bandas são comuns nos perfil do 

DNA extraído dos nódulos radiculares das plantas de soja inoculadas com os 

inoculantes comerciais. Já, comparando o perfil obtido com as estirpes puras 

com o obtido dos nódulos de soja inoculados com os inoculantes comerciais, 

apenas algumas bandas são comuns.  

 

 

Figura 2: Comparação do perfil eletroforético em gel de agarose dos 

fragmentos da amplificação do DNA genômico, extraído das misturas de 

estirpes e de nódulos radiculares de plantas de soja inoculadas com 

inoculantes comerciais, por BOX-PCR. 

 

 

Os resultados mostram que no perfil de bandas das amplificações dos 

DNAs das misturas das estirpes SEMIA 5079 + 5080 as bandas em torno de 
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1.650 e uma banda de 1.000 pares de bases aparecem também nos perfis da 

amplificação do DNA dos nódulos de plantas inoculadas com estas misturas de 

estirpes. Estas bandas parecem ser devidas à amplificação do DNA da estirpe 

SEMIA 5080, pois não aparecem nos perfis das misturas das estirpes SEMIA 

5079 + 587 e nem nos perfis dos nódulos inoculados com esta mistura de 

estirpes.  

Da mesma forma, uma banda de cerca de 650 pares de bases parece 

estar relacionada à amplificação do DNA da estirpe SEMIA 587, pois é comum 

no perfil da amplificação do DNA das misturas das estirpes SEMIA 5079 + 587 

e nos nódulos inoculados com esta mistura de estirpes.  

Na figura 3, são apresentados os perfis eletroforéticos em gel de 

agarose dos fragmentos da amplificação por PCR com o oligonucleotideo 

iniciador ERIC do DNA extraído de nódulos de soja cultivada em condições 

axênicas em casa de vegetação. 

 

 

Figura 3: Comparação do perfil eletroforético em gel de agarose dos 

fragmentos da amplificação do DNA genômico, extraído das misturas de 

estirpes e de nódulos radiculares de plantas de soja inoculadas com 

inoculantes comerciais, por ERIC-PCR. 
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Para fins de comparação, da mesma forma como foi feito para a análise 

da amplificação com o BOX A-PCR, realizou-se a amplificação de DNA 

genômico extraído da mistura de duas estirpes crescidas em meio de cultura 

LM, na proporção de 1:1 de cada uma. Na figura 3, a primeira canaleta contem 

o perfil de bandas do marcador de peso molecular de DNA de fago Lambda 

1Kb. Nas canaletas 2 e 12 são mostrados os perfis da amplificação do DNA 

extraído da mistura das culturas puras das estirpes SEMIA 5079 e 5080 

crescidas em laboratório em meio LM. E nas canaletas 7 e 17 são mostrados 

os perfis da mistura da SEMIA 5079 e 587. Nas demais canaletas 

subsequentes são mostrados os perfis de bandas da amplificação dos DNAs 

extraídos de nódulos radiculares das plantas de soja inoculadas com 

inoculantes comercias contendo em sua formulação as misturas das mesmas 

estirpes. 

Observando-se os perfis eletroforéticos mostrados na figura 3 nota-se 

que a utilização do oligonucleotídeo iniciador ERIC proporcionou uma maior 

semelhança entre os perfis das ampificações do DNA da mistura das estirpes 

puras com o obtido dos nódulos de soja produzidos pela inoculação com os 

produtos inoculantes comerciais.  

No entanto, nota-se que dois fragmentos com tamanhos entre 1000 e 

1650 pares de bases aparecem apenas nos perfis das amplificações do DNA 

das misturas das estirpes SEMIA 5079 + 587 e nos nódulos de plantas 

inoculadas com essa mistura de estirpes. Também pode ser observado que um 

fragmento com tamanho entre 850 e 1000 pares de bases aparece apenas nos 

perfis da amplificação do DNA das misturas das estirpes SEMIA 5079 + 5080 e 

nos nódulos radiculares das plantas inoculadas com essa mistura de estirpes. 

Os resultados mostram que a análise do perfil eletroforético da 

amplificação do DNA das misturas de estirpes e dos nódulos de plantas 

inoculadas com estas misturas em condições axenicas por BOX A-PCR e 

ERIC-PCR podem ser uteis na identificação das misturas de estirpes que estão 

nos nódulos de plantas em condições axênicas. No entanto, não foi possível se 

caracterizar uma única estirpe individualmente na análise do perfil de bandas 

da amplificação do DNA dos nódulos de plantas inoculadas com produtos 

inoculantes com mistura de estirpes. 
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4.3- Extração de DNA de amostras de solo cultivado com soja e de 

inoculante comercial utilizado na lavoura 

 
Na figura 4 é mostrada a eletroforese de DNA extraído de amostras de 

solo de área cultivada com soja. Observa-se na figura 4 uma certa quantidade 

de arraste no DNA, podendo o mesmo ser devido a presença de impurezas 

químicas mesmo no  DNA extraído do solo com o emprego do Kit Power Soil, 

seguindo-se  o protocolo recomendado. Seria possível a realização de mais 

uma etapa de purificação do DNA, embora esse procedimento não tenha sido 

realizado neste trabalho. 

 

 

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose com DNA extraído de 

amostras de solo cultivado com soja. 

  

Para avaliação da qualidade do DNA extraído do solo, realizaram-se 

reações de amplificação do DNA PCR usando-se os oligonucleotídeos 

iniciadores ERIC e BOX A1 e também de amplificações do DNA extraído de 

amostras de produto inoculante. Os produtos das amplificações foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose. Nenhum resultado foi obtido nas 

amplificações com ERIC-PCR.  

No entanto as amplificações com BOX A-PCR, cujos perfis de bandas 

são mostrados na figura 5, apresentaram resultados satisfatórios apenas para 

as amostras de DNA extraídas do produto inoculante comercial, sendo que as 



26 

 

  

três ultimas canaletas apresentam perfis eletroforéticos idênticos para as três 

repetições de inoculante comercial utilizado na lavoura de soja de onde foram 

coletadas as amostras de solo. Nas amostras com DNA extraído do solo, as 

amplificações não foram satisfatórias, sendo que não ocorreu a amplificação do 

DNA.  

 

 

Figura 5: Perfil eletroforético em gel de agarose dos fragmentos da 

amplificação do DNA genômico por BOX A1 - PCR de DNA extraídos de 

amostras de solo cultivado com soja e de produto inoculante comercial. 

 

 

Falhas na amplificação do DNA por PCR já foram observadas em outros 

trabalhos. A falta de amplificação, provavelmente se deve à presença de 

contaminantes químicos. Os contaminantes mais comuns das amostras 

ambientais são polissacarídeos, polifenóis ou ácidos húmicos e fúlvicos, de 

maneira que a presença dos mesmos pode reduzir ou até inibir a atividade da 
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DNA polimerase, e amostras com altos níveis de polissacarídeos aumentam a 

viscosidade e podem produzir interferências nas análises moleculares (Fang et 

al., 1992; Han et al., 2010; Nunes et al., 2011). A presença de ácido húmico 

também pode ter sido o responsável, pois o mesmo desnatura o DNA pela 

ligação de seus grupos fenólicos a amidas ou por serem oxidados e formarem 

quinonas que se ligam covalentemente ao DNA (Robe et al, 2003). A enzima 

Taq polimerase é sensível ao ácido húmico e também a outros inibidores 

encontrados no solo, podendo a inibição desta inviabilizar amplificações via 

PCR (Whitehouse & Hottel, 2006). 

 

4.4- Extração de DNA de nódulos de soja cultivada em campo 

 
Na figura 6, são apresentados os perfis eletroforéticos em gel de 

agarose dos fragmentos da amplificação do DNA extraído de nódulos de soja 

cultivada em campo, na Estação Experimental Agronômica da UFRGS, 

utilizando-se a PCR com o oligonucleotideo iniciador BOX A. Na figura 6, os 

perfis denominados de: Soja A, B, C, D e E correspondem aos perfis obtidos de 

nódulos retirados de plantas diferentes.  

De cada planta foram retirados três nódulos, sendo realizada a 

extração de DNA de cada nódulo individualmente e a respectiva amplificação 

com BOX A - PCR. Nas ultimas três canaletas são mostrados os perfis 

resultantes da amplificação de DNA extraído de produto inoculante comercial 

utilizado para a cultura da soja, contendo a mistura das estirpes SEMIA 5079 e 

5080. 

Observa-se na Figura 6, que as amostras de DNA extraídas de nódulos 

de soja cultivadas a campo, ou seja, cultivadas em condições ambientais muito 

diferentes das condições axênicas em que foram cultivadas as plantas de soja 

na casa de vegetação, possibilitaram a amplificação com BOX A PCR. No 

entanto, diferentemente do que foi observado no perfil de bandas das 

amplificações do DNA de nódulos de plantas inoculadas em condições 

axênicas (Figura 2) observaram-se poucas semelhanças nos perfis de banda. 
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Figura 6: Perfil eletroforético em gel de agarose dos fragmentos da 

amplificação do DNA genômico por BOX A - PCR de DNA extraído de nódulos 

de soja cultivada em campo e de produto inoculante comercial. 

 

Observa-se na figura 6 que os perfis de bandas das amplificações com 

BOX A – PCR do DNA das amostras de nódulos do campo apresentaram 

grande diversidade de bandas. Isso provavelmente se deve à interferência da 

presença de DNA de organismos rizosféricos que se encontram localizados 

nos poros e canais no interior dos nódulos ou mesmo de rizóbios nativos que 

podem ter originado a nodulação destas plantas. A mistura de diferentes 

genomas pode ter causado o mascaramento do perfil de bandas das estirpes 

que estavam no inoculante utilizado e que deveriam estar presentes nos 

nódulos das plantas inoculadas com esse produto. 
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O perfil eletroforético do inoculante comercial foi idêntico para as três 

repetições, mas não mostrou semelhança com outros perfis obtidos dos 

nódulos de soja obtidos no campo.  

 

4.5 - Dendrogramas de Similaridade 

  

Foram produzidos dendrogramas de similaridade dos perfis de bandas 

do DNA amplificado por BOX-PCR do DNA extraído de nódulos de plantas de 

soja cultivadas em condições axênicas em casa de vegetação e inoculadas 

com produtos inoculantes (figura 7). 

 
 

FIGURA 7. Análise de similaridade usando-se o índice de Jaccard e 
agrupamento por UPGMA do perfil de bandas da amplificação por BOXA1 PCR 
do DNA extraído de nódulos de soja inoculada, cultivada em casa de 
vegetação, e de amostras dos produtos inoculantes comerciais utilizados.  

 

Analisando-se o dendrograma de similaridade das bandas obtidas com a 

amplificação por BOX A1- PCR (Figura 7), percebe-se a existência de 

identidade entre os perfis de bandas das amostras de inoculantes comerciais 

com a mesma mistura de estirpes, tanto no inoculante com SEMIA 5079+5080 

quanto no inoculante com SEMIA 5079 + 587. Observou-se baixa similaridade 

também entre os perfis de bandas da PCR com BOXA1 (Figura 7) dos nódulos 

INL3a, INL3b, INL3c, INL3d, INLTa, INLTb, INLTc, INLTd e os perfis das 
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amostras do inoculante contendo a mistura das estirpes SEMIA 5079+5080, 

que foi utilizado para inocular as plantas, de onde foram retirados tais nódulos, 

e que foram cultivadas em condições de casa de vegetação. Baixa similaridade 

também foi observada entre os perfis de bandas dos nódulos (INL4a, INL4b, 

INL4c, INL4d, INL5a, INL5b e INL5c) de plantas inoculadas com produtos 

contendo a mistura das estirpes SEMIA 5079 + 587 e das amostras do próprio 

inoculante 

Também se pode observar similaridade acima de 80% entre os perfis 

obtidos com a amplificação do DNA extraído dos nódulos INL3a com INLTc, 

INL4a e INL4b e entre INL3a e INLTc. No entanto, observou-se baixa 

similaridade, abaixo de 40%, entre os perfis de bandas das amostras 

inoculantes e o obtido dos nódulos de plantas inoculadas com os mesmos 

inoculantes. Esperava-se que o perfil de bandas da PCR com BOXA1 do DNA 

extraído dos nódulos de plantas inoculadas apresentaria maior similaridade 

com o perfil obtido das amostras do inoculante que foi aplicado sobre as 

plantas. No entanto, isso não foi observado no dendrograma de similaridade do 

perfil de bandas da amplificação do DNA pela PCR com BOXA1(Figura 7) 

realizado nas condições deste trabalho. 

Na figura 8 é apresentado o dendrograma de similaridade do perfil de 

bandas do DNA, extraído de nódulos de plantas inoculadas, cultivadas em casa 

de vegetação, e de amostras dos produtos inoculantes utilizados, amplificados 

por ERIC-PCR.  

Ao contrário do que foi observado no dendrograma de similaridade  

obtido com a amplificação pela PCR com BOXA1 (Figura 7) do DNA, extraído 

de nódulos de plantas inoculadas em casa de vegetação, no dendrograma   da 

similaridade dos perfis de bandas obtidos com  ERIC-PCR (Figura 8)  percebe-

se baixa similaridade entre os perfis das amostras de inoculantes comerciais 

com a mesma mistura de estirpes. Para as amostras do inoculante com SEMIA 

5079+5080 observou-se cerca de 55% de similaridade enquanto que para as 

amostras do inoculante com SEMIA 5079 + 587 a similaridade observada foi 

em torno de 80%. 
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FIGURA 8. Análise de similaridade usando-se o índice de Jaccard e 
agrupamento por UPGMA do perfil de bandas da amplificação por ERIC PCR 
do DNA extraído de nódulos de soja inoculada, cultivada em casa de 
vegetação, e de amostras dos produtos inoculantes comerciais utilizados.  

 

Observa-se, também, na figura 8 que os perfis de bandas obtido de 

nódulos de plantas inoculadas com o produto contendo a mistura de estirpes 

SEMIA 5079+5080 apresentaram de 45 a 69% de similaridade com as 

amostras do produto inoculante utilizado na inoculação das plantas, exceto o 

perfil do nódulo INLTd que apresentou menos de 30% de similaridade.  

A similaridade observada entre os perfis obtidos pela PCR com ERIC do 

DNA de nódulos de plantas inoculadas com a mistura das estirpes SEMIA 

5079+5080 com o obtido das amostras dos produtos inoculantes contendo esta 

mistura de estirpes foi ainda menor, variando de 30 a 45%. 

Nas condições deste trabalho, observa-se que mesmo em condições de 

casa de vegetação, tanto a amplificação pela PCR com BOXA1 qunto por ERIC 

do DNA extraído de nódulos de plantas inoculadas apresentou baixa 

similaridade com o perfil obtido para amostras dos produtos inoculantes 

utilizados no experimento. Os resultados indicam que, nas condições deste 

trabalho, a técnica de amplificação do DNA pela PCR com BOXA1 ou ERIC 

não se mostrara adequadas para a identificação das estirpes de rizóbios que 



32 

 

  

induziram a formação destes nódulos em plantas de soja cultivada em casa de 

vegetação.  

Na figura 9 é mostrado o dendrograma de similaridade dos perfis obtidos 

pela amplificação pela PCR com BOXA1 do DNA extraído de nódulos de 

plantas de soja inoculadas e cultivadas em condições de campo. 

 

 
 
FIGURA 9. Análise de similaridade usando-se o índice de Jaccard e 
agrupamento por UPGMA do perfil de bandas da amplificação por BOXA1 PCR 
do DNA extraído de nódulos de soja inoculada, cultivada em campo, e de 
amostras dos produtos inoculantes comerciais utilizados. 
 
 

 Na figura 9 se pode observar que a similaridade do perfil de bandas 

obtido pela amplificação pela PCR com BOXA1 do DNA extraído de amostras 

de produto comercial contendo a mistura de estirpes SEMIA 5079+5080 variou 

de 85% a 100%. No entanto, observa-se que a similaridade com as amostras 

do inoculante utilizado no experimento dos perfis de bandas obtidos da maioria 

dos nódulos das plantas inoculadas foi muito baixa (20%), enquanto que os 

perfis obtidos de cinco nódulos apresentaram similaridade variando de 30 a 

60%.  

 Observa-se também que mesmo entre nódulos retirados da mesma 

planta a similaridade dos perfis de bandas foi muito baixa. Provavelmente isto 
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se deve ao fato de que DNA de microrganismos rizósféricos pode ter sido 

extraído junto e mascarado o resultado da amplificação pela PCR com BOXA1. 

 Os dados indicam que, nas condições deste trabalho,a técnica de 

amplificação do DNA pela PCR com BOXA1 não foi eficiente na identificação 

das estirpes de inoculantes utilizados para formação de nódulos em plantas de 

soja inoculadas e cultivadas a campo. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

 

 

5. CONCLUSÕES 

1 – O perfil de bandas da amplificação do DNA genômico da mistura de 

estirpes pela reação em cadeia da polimerase com os oligonucleotideos 

iniciadores ERIC e BOX A possibilitou a diferenciação de produtos contendo 

misturas de estirpes diferentes. 

2 - Nas condições deste trabalho, a técnica de amplificação pela PCR 

com BOXA1 ou ERIC do DNA de nódulos de plantas inoculadas não se mostra 

adequada para a identificação das estirpes de rizóbios que induziram a 

formação destes nódulos em plantas de soja cultivada em casa de vegetação. 

3 – Não ocorreu a amplificação do DNA extraído de amostras de solo 

cultivado com soja pela reação em cadeia da polimerase com os 

oligonucleotídeos iniciadores BOX A e ERIC nas condições desse estudo. 

4 – A amplificação pela PCR com BOXA1 do  DNA extraído de nódulos 

de plantas cultivadas a campo  apresenta baixa similaridade com os obtidos 

das amostras de produtos inoculantes comerciais utilizados e não permite a 

identificação da mistura de estirpes que foram inoculadas nas plantas. 
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APÊNDICE 7.1: Solução nutritiva (Sarruge, 1975). 

 

Macronutrientes 

 

Estoque (g.L-1) 

 

Solução dos vasos (mL) 

   

KH2PO4 136,1                1 

MgSO4 x 7H2O 246,4                2 

CaCl2 111,1                5 

KCl 74,6                5 

NH4NO3 80                1 

FE EDTA 1M               10 

Micronutrientes   

H3BO3 2,86                 1 

ZnCl2 0,1                 1 

CuSO4 x 5H2O 0,04                 1 

Na2Mo4 x 4 H2O 0,02                 1 

 
Obs: O pH da solução foi ajustado para 6,0. 
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APÊNDICE 7.2: Meio de cultura Levedura- Manitol (Adaptado de Vicent, 1970) 
 
 
Manitol...................................................................... 5,0 g 

Extrato de levedura...................................................0,5 g 

K2HPO4......................................................................0,5 g 

MgSO4.7H2O.............................................................0,2 g 

NaCl...........................................................................0,1 g 

Ágar............................................................................15,0g 

Solução de Vermelho Congo*....................................10mL 

Água destilada............................................................1000mL  

*0,25g em 100mL de água destilada 

Ajustar o pH na faixa entre 6,8- 7,0. 

 

 
 
 
 
 


