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Introdução 

O processo de fixação biológica do N, é essencial 

para a viabilidade econômica do agronegócio brasi- 
leiro e o exemplo mais evidente é o da cultura da 

soja (Glycine max (L.) Merrill), pois estima-se que, 

considerando-se a área sob o cultivo com essa legu- 

minosa no País, o rendimento da cultura e o preço 
dos fertilizantes nitrogenados, haja uma economia 

anual (estimativa em 2007) de USS 6,6 bilhões, 

que deixam de ser gastos com fertilizantes nitroge- 
nados (Hungria et al., 2007). Em adição a outros 
exemplos de sucesso, por exemplo, com a cultura 

do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (Hungria et al., 

2000, 2003), pode-se concluir que, hoje, o Brasil 
é líder mundial em aproveitamento dos benefícios 

resultantes do processo de fixação biológica do N, 
(Hungria et al., 2007). Esse panorama favorável re- 

sulta de décadas de esforços da pesquisa brasileira, 
com ênfase na seleção de estirpes de bactérias dia- 

zotróficas (isto é, capazes de fixar N,) simbióticas 

de leguminosas e adaptadas às cultivares e condi- 

ções edafo-climáticas do Brasil. 

No primeiro fórum realizado para definir inoculan- 
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tes e tecnologias de inoculação —a RELARE, Rede 
de Laboratórios para Recomendação de Estirpes 

de Rhizobium— realizado em 1985, ressaltou-se 

como marco histórico a discussão e definição dos 

mecanismos de recomendação de estirpes para o 

uso em inoculantes brasileiros (RELARE, 1985). 
Décadas de pesquisa resultaram em que, hoje, a 

coleção SEMIA (“Rhizobium Culture Collection” 

da Seção de Microbiologia Agrícola; Catálogo do 
IBP de Coleções de Rhizobium nº. 443 na WFCC 

World Data Center on Microorganisms), fiel depo- 
sitária das estirpes autorizadas para a produção de 

inoculantes comerciais no Brasil, disponha de 142 

estirpes indicadas para 96 leguminosas hospedei- 

ras. Essas estirpes, reconhecidas como as mais 

eficientes para as respectivas plantas hospedeiras, 
representam um reservatório valioso de bactérias 
e genes de grande valor biotecnológico. Contudo, 

a caracterização genética dessas estirpes era inci- 

piente, dificultando um controle genético altamen- 

te confiável, tanto da coleção de culturas, como 

do material distribuído às indústrias de inoculantes 

(Hungria & Campo, 2007; Menna et al., 2008). 

Pela definição atual de taxonomia, a sequência 

completa do gene 168 rRNA consegue definir a 
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posição das bactérias em nível de gênero e, em 
alguns casos, em nível de espécie (Garrity & Holl, 
2001). Desse modo, os genes 16S rRNA devem 
ser utilizados, preferencialmente, em estudos de 
taxonomia e filogenia, havendo um esforço em de- 
positar um grande número dessas sequências, por 
exemplo, no “Ribosomal Database Project” (http:// 
rdp.cme.msu.edu/); além disso, o depósito de se- 
quências referentes a outros genes ribossomais 
tem incrementado. Nesse contexto, também es- 
tão sendo alocados esforços no sequenciamento 
do gene 16S rRNA e outros genes ribossomais das 
estirpes depositadas na coleção SEMIA e na “Co- 
leção de Bactérias Diazotróficas e Promotoras do 
Crescimento de Plantas” da Embrapa Soja (Menna 
et al., 2006; Binde, 2008; Menna-Pereira, 2008). 
Contudo, como a análise de genes ribossomais 
não consegue diferenciar estirpes, outros métodos 
genéticos devem ser utilizados para o controle de 
qualidade das bactérias, tanto na rotina de manu- 
tenção das coleções de culturas, como na etapa 
de distribuição para as indústrias de inoculantes. 

Um método internacionalmente reconhecido de 
caracterização de estirpes consiste na determinação 
do perfil de DNA após a amplificação com primers 
(oligonucleotídeos) relacionados a regiões repetitivas 
e conservadas do DNA, em geral no espaço 
intergênico, a avaliação por rep-PCR (repetitive- 
sequence-based-PCR) (Versalovic et al., 1991, 
1994; de Bruijn, 1992). Os elementos repetitivos 
parecem estar localizados em distintas posições 
intergênicas no genoma, em ambas as orientações. 
Existem três famílias principais de elementos, 
incluindo as sequências REP (Repetitive Extragenic 
Palindromic) (35-40 pb) (Stern et al., 1984), ERIC 
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) 
(124-127 pb) (Hulton et al., 1991) e BOX—box A 
(54 pb), box B (43 pb) e box C (50 pb) (Martin et al., 
1992); neste último caso, apesar da existência de 
três elementos, somente a subunidade boxA parece 
ser altamente conservada em bactérias (Koeuth et 
al., 1995). Supõe-se que, por serem associadas 
a graus elevados de polimorfismo, essas regiões 
gênicas tenham uma participação em processos 
de evolução adaptativa, mediando a interação 
dos microrganismos com ambientes hostis (van 
Berkum, 1999). Os primers para a amplificação 
desses elementos podem ser sintetizados a partir 
de repetições invertidas dos elementos REP, ERIC 
e da subunidade box A do BOX e, se as repetições 
estiverem distribuídas no genoma em orientação 
invertida, então um único primer pode ser suficiente 
para gerar polimorfismo de DNA (Versalovic et al., 
1991, 1994; Rademaker et al., 1998). 

Os elementos BOX foram, inicialmente, 
identificados em microrganismos Gram-positivos 
(Streptococcus pneumoniae) (Martin et al., 1992), 
mas logo também provaram utilidade para a 
tipagem de espécies Gram-negativas (Koeuth et al., 
1995). A primeira publicação do grupo de pesquisa 
da Embrapa Soja com rep-PCR data de 1998 
(Hungria et al., 1998) e, nos dez anos seguintes, 
quase 30 trabalhos publicados por este grupo de 
pesquisa comprovaram discriminação elevada, 
facilidade na análise e repetibilidade na obtenção 
dos perfis de bactérias diazotróficas por rep-PCR. 
Desse modo, perfis característicos de centenas de 
estirpes de rizóbios, inclusive aquelas autorizadas 
para a produção de inoculantes comerciais foram 
obtidos utilizando REP- e/ou ERIC-PCR (Hungria 
et al., 1998; Santos et al., 1999; Chen et al., 
2000; Chueire et al., 2000; Hungria et al., 2000; 
Ferreira & Hungria, 2002; Mostasso et al., 2002; 
Grange & Hungria, 2004; Hungria et al., 2006; 
Barcellos et al., 2007; Pinto et al., 2007), e BOX- 
PCR (Fernandes et al., 2003; Galli-Terasawa et 
al., 2003; Alberton et al., 2006; Kaschuk et al., 
2006a,b; Barcellos et al., 2007; Batista et al,, 
2007; Loureiro et al., 2007; Pereira et al., 2007; 
Pinto et al., 2007; Menna etal., 2008; Stocco etal., 
2008). Além disso, a análise por rep-PCR também 
se mostrou altamente eficiente para a obtenção 
de perfis de bactérias diazotróficas endofíticas ou 
associativas (Albino et al., 2006; Torres et al., 
2008), bem como de outras espécies de bactérias 
representantes da biodiversidade brasileira e com 
grande potencial biotecnológico, como é o caso de 
Chromobacterium violaceum (Hungria et al., 2005). 
Atualmente, mais de 2.000 estirpes da coleção 
de culturas da Embrapa Soja estão caracterizadas 
por rep-PCR, com a informação de centenas 
delas disponibilizadas na homepage da “Brazilian 
Microbial Resource Center-BMRC”, no endereço 
http://www .bmre.Incc.br. Uma análise detalhada 
dos resultados obtidos indicou que a análise por 
BOX-PCR resulta em perfis com maior número de 
bandas e menor custo na análise, por requerer um 
único primer, resultando na sugestão de adoção 
desses perfis para o controle de qualidade de 
coleções de culturas de rizóbios, bem como para 
a distribuição das estirpes para as indústrias de 
inoculantes (Hungria et al., 2008; Menna et al., 

- 2009). 

Desse modo, visando uniformizar a metodologia 
de BOX-PCR, o que permitirá a comparação dos 
perfis de bactérias nos diversos laboratórios de 
pesquisa no Brasil, a metodologia detalhada é des- 
crita neste comunicado.
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2. Metodologia 

2.1. Extração do DNA 

As análises para a obtenção dos perfis de BOX- 

PCR são realizadas, preferencialmente, com o 

DNA das bactérias, havendo vários métodos de 

extração de DNA. As análises também podem ser 
feitas diretamente, utilizando-se colônias puras ou 

meio líquido, contudo, os estudos de otimização 

e validação conduzidos na Embrapa Soja indicam 

que a utilização de DNA extraído e purificado re- 
sulta em melhor qualidade e repetibilidade dos re- 

sultados. As bactérias podem ser colocadas para 

crescer em meio “extrato de levedura-manitol” 

(YM, yeast-mannitol, também conhecido como 

Meio 79 e contendo, em 1 litro: 10,0 g de mani- 

tol; 0,5 g de K,HPO,; 0,2 g de MgSO,.7H,0; 0,1 

g de NaCl; 0,4 g de extrato de levedura, comple- 
tado com água destilada e com pH ajustado a 6,8) 
(Vincent, 1970), mas modificado para conter 5,0 

g.L! de manitol, visando diminuir a produção de 
exopolissacarídeos. As bactérias também podem 

ser colocadas em outros meios que se mostrem 

adequados para o seu crescimento, por exemplo, 

o meio “triptona-extrato de levedura” (TY, trypto- 

ne-yeast, contendo, em 1 litro: 5,0 g de triptona;: 

3,0 g de extrato de levedura; CaCl,.H.O, 0,87 g; 

completado com água deionizada e pH ajustado a 

6,8 a 7,2) (Somasegaran & Hoben, 1994), útil no 
caso de bactérias apresentando grande produção 

de exopolissacarídeos. 

Para a extração do DNA das bactérias, recomen- 

da-se que as mesmas sejam colocadas para cres- 

cer em 15 a 20 mL do meio YM por 3 a 10 dias, 

dependendo da taxa de crescimento, que pode ser 

de rápida (3 dias), a extra-lenta (10 dias), com 

agitação a 150 a 200 rpm, em temperatura de, 

aproximadamente, 28ºC, com incubação no es- 

curo. Todas as soluções utilizadas para a extra- 

ção do DNA devem ser previamente autoclavadas. 

Após a incubação, centrifugar as suspensões bac- 

terianas a, aproximadamente, 10.000 rpm, a 4ºC, 

durante 10 minutos e descartar o sobrenadante. 

Em seguida, ressuspender o pélete e lavar por 

três vezes, com 5 mL de solução salina (NaCl a 

0,85%) podendo, ainda, no caso de bactérias com 

grande produção de exopolissacarídeos, fazer uma 

última lavagem com solução salina tamponada de 

fosfato (PBS 1 X, contendo, em 500 mL: 4,383 

g de NaCl 150 mmol.L'"; 0,1793 g de NaH,PO,. 

H,0 2,6 mmol.L; 1,36 g de Na,HP0O,.12H,0 7,6 

mmol.L"). Centrifugar e descartar o sobrenadante. 

Depois da última lavagem, acrescentar 1 mL de 

solução salina ou PBS, homogeneizar e transferir 

o pélete para um tubo de ensaio de vidro ou outro 

recipiente. Ajustar a concentração de células a, 

aproximadamente, 10º células.mL”, pela adição de 

solução salina e calibração, que pode ser efetuada 

utilizando diferentes métodos, incluindo leitura da 

densidade ótica em espectrofotômetro no compri- 

mento de onda de 520 a 540 nm (caso a curva de 

crescimento da bactéria já tenha sido determina- 

da), ou por leitura em câmaras de crescimento Pe- 

troff-Hausser ou Helber (Somasegaran & Hobem, 

1994) ou, ainda, visualmente, utilizando padrões 

de soluções de McFarland de sulfato de bário (So- 

masegaran & Hobem, 1994). Transferir aproxima- 

damente 1,4 a 1,5 mL para um outro tubo de PCR 

de 1,7 ou 2 mL de capacidade (no tubo de 1,7 mL 

a visualização do pélete é mais fácil), centrifugar 

a 12.000 rpm durante 10 minutos à temperatu- 

ra ambiente (sempre que se referir a temperatura 

ambiente, neste protocolo, ela será de 21 a 23ºC) 

e descartar o sobrenadante. Em seguida, ressus- 

pender o precipitado em 400 yL de TE 50:20 (50 

mmol.L de Tris, pH 8; 20 mmol.L! de EDTA-Na, 

pH 8), adicionar DO yL de SDS a 10% (10 g de do- 

decil sulfato de sódio em 100 mL de água), 10 yuL 

de proteinase K (10 mg.mL”, mantida no conge- 

lador), 10 yL de lisozima (5 mg.mL”', mantida no 

congelador), 2 ul de RNAse (10 mg.mL”, mantida 

conforme especificação do fabricante) e, então, 

incubar a 37ºC por, aproximadamente, 1 hora (ou 

até que o material se torne mais claro). Na sequên- 

cia, as amostras podem ser homogenizadas com 

ponteiras de 1 mL com a ponta cortada (aspirar e 

soltar o material bem lentamente), por três vezes, 

para retirar a viscosidade. A seguir, acrescentar 

30 uL de NaCl 5 mol.L”! (resultando em uma con- 

centração final de 250 mmol.L'!), 70 yL de AcO- 

Na 3 mol.L! (concentração final de 300 mmol.L?) 

e 28 ul de H,O Mill-Q. As amostras devem ser 

bem homogeneizadas e deixadas em repouso por 

1 hora na geladeira (aproximadamente 8ºC) e, em 

seguida, centrifugadas a 12.000 rpm durante 15 

minutos, em temperatura ambiente. Recolher 300 

uL do sobrenadante de cada amostra e adicionar 

600 uL (ou 2 volumes, no caso de menor volume 

de sobrenadante) de etanol puro (95 a 99%) ge- 

lado (aproximadamente -20ºC) armazenando-se, 

então, por uma noite, a -20ºC. No dia seguinte, 

centrifugar as amostras a 12.000 rpm durante 15 

minutos, em temperatura ambiente, descartar o 

etanol e adicionar 400 yuL a 1 mL de etanol a 70% 

(temperatura ambiente), visando lavar bem o pé- 

lete e retirar o excesso de sais. Centrifugar nova- 
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mente a 12.000 rpm durante 5 minutos, em tem- 

peratura ambiente, descartar o etanol e secar os 

precipitados, também em temperatura ambiente 

por, aproximadamente, 3 horas. Ressuspender os 

precipitados em 5O yL de água Milli-Q ou TE 10:1 

(10 mmol.L! Tris-HCI pH 8; 1 mmol.L! EDTA, pH 

8,0), ambos previamente esterilizados. As amos- 

tras podem ser armazenadas a -20ºC, mas a qua- 

lidade do DNA sempre deve ser verificada antes 

de cada análise. 

2.2. Verificação da qualidade do DNA 

Para confirmar a concentração e pureza do DNA, 

as amostras podem ser submetidas à eletroforese 
em mini-gel de agarose de 10x 11 cm a 1,0% [0,4 
g de agarose em 40 mL de TBE 1X (10,8 g de Tris- 

base; 5,5 g de ácido bórico; 4 mL de EDTA, 0,5 

M, ajustado em pH 8, para cada litro de solução)]. 
Aplicar a amostra, utilizando 2 yL da amostra, adi- 

cionados a 2 yL de tampão de amostra (0,25% de 

azul de bromofenol e 40% de sacarose ou 30% 
de glicerol). Submeter à eletroforese durante 40 
minutos a 80 Volts. Como essa é apenas uma eta- 

pa de verificação, outros tamanhos de géis, bem 

como o tempo e a voltagem podem ser alterados. 

A concentração do DNA pode ser verificada por 
comparação com padrões de peso molecular co- 

nhecidos, por exemplo, Lambda"M (Invitrogen"M) 

ou Low DNA Mass Ladder (Invitrogen'M), ou outro 
padrão similar. A pureza do DNA deve ser verifi- 

cada após a coloração com brometo de etidio (40 

uL do estoque a 1% em 800 mL de água) e visu- 

alização em um transluminador sob radiação ultra- 

violeta de comprimento de onda curto, ou pelo uso 

de outro corante que tenha a mesma finalidade, 
adequando os filtros e comprimentos de onda para 

esse corante. Equipamentos de quantificação de 

DNA também podem ser utilizados. A pureza do 

DNA pode ser verificada, no gel, pela verificação 

de uma única banda de DNA, sem qualquer tipo de 

arraste; no caso de leitura em espectrofotômetro, 
a relação das leituras nos comprimentos de onda 

260/280 nm deve ficar entre 1,8 e 2,0. À con- 
centração do DNA deve ser ajustada para a con- 

centração desejada, recomendando-se 5O ng.uL”!, 

usando água Milli-Q esterilizada como diluente. 

2.3. Reação de BOX-PCR 

Para a amplificação do DNA, utiliza-se o primer 

BOX (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") 
(Versalovic et al., 1994; Koeuth et al., 1995), 

com as reações de amplificação efetuadas confor- 

me as modificações especificadas por Fernandes 

et al. (2003) e Kaschuk et al. (2006). Visando a 
uniformização para a obtenção de perfis idênticos, 

a reação de amplificação deverá ser conduzida em 

um volume final de 25 uL, contendo: água Milli-Q 

estéril, 13,8 uL; dNTPs, 5,0 ul (estoque com 1,5 

mmol.L! de cada base); tampão 10X (500 mM 
KCI; 200 mM Tris-HCI, pH 8,4), 2,5 uL; MgCl,, 
1,5 yuL (BO mmol.L'); primer, 1,0 uL (BO pmol. 

ul); DNA, 1,0 ul (DO ng.ul!); Tag, 0,2 ul (D 

U.yL'!). As concentrações podem ser ajustadas no 

caso de reagentes com concentrações distintas. 

A amplificação será realizada usando-se os seguin- 

tes ciclos: 1 ciclo de desnaturação inicial a 95ºC 

por 7 min; 30 a 35 ciclos de desnaturação (1 min 

a 94ºC), anelamento (1 min a 40ºC) e extensão 

(8 min a 65ºC); 1 ciclo de extensão final a 65ºC 

por 16 min; manutenção a 4ºC. Para DNA extraí- 

do, 30 ciclos são suficientes, enquanto que, para 

células ou colônias, recomendam-se 35 ciclos 

(Versalovic et al., 1994). 

Depois da amplificação, adicionar, aos 25 uL de 

cada reação, 5 ul de tampão (0,25% de azul de 
bromofenol e 40% de sacarose ou 30% de glice- 

rol). Preparar um gel de agarose (low EEO, type 

-A) a 1,5%, diluído em tampão TBE 1X (10,8 9 

de Trisma-base; 5,5 g de ácido bórico; 4 mL de 
EDTA Na,0,5 M; pH 8,0 em 1 L de água destila- 

da). Adicionar 250 mL da solução a uma bandeja 
de cuba de eletroforese de, aproximadamente, 20 

x 25 cm. Nas canaletas do gel, colocar 30 uL de 
cada amostra, com exceção da primeira canaleta, 

da última e, preferencialmente, também da central, 

nas quais devem ser colocados 5 yL de padrão, por 

exemplo, do padrão de peso molecular de 1 kb plus 

DNA Ladder'M (Invitrogen"“), ou outro padrão simi- 

lar. Para preparar o padrão de 1 kb plus DNA Lad- 
der'M, para cada 1 uL do marcador, adicionar 2 ul 

de tampão de amostra e 7 uL de água Milli-O; desse 

modo, a aplicação de 5 ul corresponde a 0,5 ug 

de padrão. Também incluir sempre tubos controle, 

contendo os reagentes, mas sem DNA, para verifi- 

car possíveis contaminações. Aplicar a voltagem de 

120 Volts (aproximadamente 5 Volts.cm) e cor- 
rer à temperatura ambiente por, aproximadamente, 

6:30 h (entre 6 e 7 h), até que faltem cerca 2 cm 
para o final do gel. O tamanho e volume do gel 

e a voltagem devem ser rigorosamente seguidos. 

Corar o gel conforme descrito nesta metodologia 

para a verificação da qualidade do DNA, visualizar 

em transiluminador e fotografar. Como padrão de 

comparação para as condições de amplificação e 
equipamentos de cada laboratório, recomenda-se 

utilizar, nas corridas, a estirpe de Bradyrhizobium 

japonicum SEMIA 5079 (=CPAC 15), cujo perfil de 

BOX-PCR pode ser visualizado na figura 3.



| 

Caracterização Genética de Rizóbios e outras Bactérias Diazotróficas e Promotoras do Crescimento de Plantas por BOX-PCR 

2.4. Estirpes apresentando 
idênticos por BOX-PCR 

perfis 

No caso de estirpes apresentando o mesmo perfil 

de BOX-PCR, podem-se obter, em caso de neces- 

sidade de comprovação de identidade, os perfis 

de ERIC-PCR ou REP-PCR. Para a amplificação, 

utilizar-se-ão os pares de primers descritos por de 

Bruijn (1992) e Versalovic et al. (1991, 1994), 
REP 1R-REP 21 e ERIC 1R-ERIC 2: 

REP 1R SHIIICGICGICATCIGGC-3" 

REP 21 B-ICGICTTATCIGGCCTAC-3" 

ERIC 1R 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3" 

ERIC 2 5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3' 

A extração de DNA e verificação da pureza serão 

realizadas conforme descrito para BOX-PCR, Para 

a reação de amplificação, utilizar as mesmas con- 

centrações recomendadas para BOX-PCR, exceto 

que, pela utilização de dois primers, adicionando 

1 ul de cada um (5O pmol.yL”!), o volume final de 
25 ul levará 1 yL a menos de água Mill-O estéril. 

A reação de amplificação será realizada segundo 

de Bruijn (1992) e Versalovic et al. (1994), com as 

modificações efetuadas por Santos et al. (1999), 
resultando no ciclos descritos a seguir: REP 1R 

e REP 2I: 1 ciclo a 95ºC por 7 min.; 30 a 35 

ciclos a 94ºC por 1 min., a 45ºC por 1 min. ea 

65ºC por 8 min.; 1 ciclo final de extensão a 65ºC 

por 16 min., mantendo-se, então, a 4ºC. Para os 

primers ERIC 1R e ERIC 2, os ciclos serão de: 1 

ciclo de 95ºC por 7 min.; 30 a 35 ciclos a 94ºC 
por 1 min, a 52ºC por 1 min. e a 65ºC por 8 

min; 1 ciclo final de extensão a 68ºC por 16 min., 

mantendo-se, então, a 4ºC. A corrida em gel de 

eletroforese deverá ser realizada conforme descri- 
“to para BOX-PCR. 

2.5. Perfis de DNA obtidos por BOX-PCR 

Exemplos de resultados obtidos com diferentes 

estirpes, evidenciando o poder de discriminação 

da análise por BOX-PCR, a confiabilidade em di- 

ferenciar diferentes estirpes e a repetibilidade do 

método podem ser visualizados na figura 1. Tam- 

bém pode ser visualizada, na figura 2, uma aná- 

lise de agrupamento com os produtos de BOX- 
PCR obtidos para 170 estirpes de rizóbios. Nesse 

segundo estudo (Menna-Pereira, 2008), as ban- 
das foram analisadas pelo programa Bionumerics 

(Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.4.6) e, 

para a análise de agrupamento, foi utilizado o al- 

goritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method 
with Arithmetic mean, Sneath & Sokal, 1973) e 

o coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1912). Mais 
informações sobre as estirpes desse estudo po- 

dem ser obtidas na homepage da Brazilian Micro- 

bial Resource Center (http://www .bmrec.Incc.br). 
Finalmente, na figura 3 são fornecidos, para com- 

paração em análises conduzidas em outros labo- 

ratórios, os perfis da estirpe SEMIA 5079 de B. 

japonicum obtidos por REP- e ERIC- e BOX-PCR. 

Recomenda-se que bandas de PM iguais ou supe- 

riores a 12.000 e inferiores a 300 pb não sejam 
consideradas, pois apresentam maior variabilidade 

e podem representar falsos produtos de PCR. 

2.6. Conclusões 

A comparação de várias metodologias de obtenção 

de perfis de DNA para a caracterização de estirpes, 
pela análise de mais de mais de 2.000 bactérias no 

Laboratório de Biotecnologia do Solo da Embrapa 
Soja permite a recomendação de obtenção de 

perfis de BOX-PCR para a utilização no controle 

de qualidade de coleções de culturas de bactérias 

diazotróficas e promotoras do crescimento de 

plantas, inclusive para a distribuição das estirpes 

para outros laboratórios e para as indústrias de 

inoculantes. A padronização da metodologia e 

sua adoção em diversos laboratórios permitirá a 
comparação dos materiais genéticos das coleções, 

bem como a rastreabilidade na distribuição e uso 

das estirpes. 
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FIGURA 1. Perfis de BOX-PCR obtidos: (A, B) 

de duas estirpes, A e B, em que as reações de 

amplificação ocorreram a partir de uma única 

extração de DNA para cada bactéria, seguida pela 

amplificação do DNA, realizadas em dias distintos; 

(C) em repetições da mesma estirpe, com DNA da 

mesma estirpe; (D) indicando o potencial de detectar 

biodiversidade genética entre diversas estirpes. 
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Figura 2. Similaridade Genética (%) 
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Continuação... Figura 2. Similaridade Genética (%) 
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FIGURA 2. Perfis de 

DNA obtidos para 170 

estirpes de rizóbios, 

após a amplificação 

utilizando o primer BOX- 

A1R, conforme descrito 

neste comunicado. Os 

perfis obtidos foram 

analisados utilizando o 

programa Bionumerics 

(Applied Mathematics, 
Kortrijh, Belgium, versão 

4.6), com o algoritmo 

UPGMA, o coeficiente de 

Jaccard e a tolerância no 

programa estabelecida 

em 2%. Segundo Menna- 
Pereira (2008). 
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