Comunicado

Introducéo

O processo de fixagéo bioldgica do N, é essencial
para a viabilidade econdmica do agronegécio brasi-
leiro e o exemplo mais evidente é o da cultura da
soja (Glycine max (L.) Merrill), pois estima-se que,
considerando-se a area sob o cultivo com essa legu-
minosa no Pais, o rendimento da cultura e o preco
dos fertilizantes nitrogenados, haja uma economia
anual (estimativa em 2007) de US$ 6,6 bilhdes,
que deixam de ser gastos com fertilizantes nitroge-
nados (Hungria et al., 2007). Em adicdo 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
€ lider mundial em aproveitamento dos beneficios
resultantes do processo de fixag&o biolégica do N,
(Hungria et al., 2007). Esse panorama favoravel re-
sulta de décadas de esforgcos da pesquisa brasileira,
com énfase na selecao de estirpes de bactérias dia-
zotroficas (isto €, capazes de fixar N,) simbiéticas
de leguminosas e adaptadas as cultivares e condi-
¢des edafo-climaticas do Brasil.

No primeiro férum realizado para definir inoculan-
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tes e tecnologias de inoculacdo—a RELARE, Rede
de Laboratérios para Recomendacdo de Estirpes
de Rhizobium— realizado em 1985, ressaltou-se
como marco histdrico a discussao e definicdo dos
mecanismos de recomendacao de estirpes para o
uso em inoculantes brasileiros (RELARE, 1985).
Décadas de pesquisa resultaram em que, hoje, a
colecdo SEMIA (“Rhizobium Culture Collection”
da Secdo de Microbiologia Agricola; Catédlogo do
IBP de Colectes de Rhizobium n°. 443 na WFCC
World Data Center on Microorganisms), fiel depo-
sitdria das estirpes autorizadas para a producéao 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 reservatério valioso de bactérias
e genes de grande valor biotecnolégico. Contudo,
a caracterizacao genética dessas estirpes era inci-
piente, dificultando um controle genético altamen-
te confidvel, tanto da coleg¢do de culturas, como
do material distribuido as inddstrias de inoculantes
(Hungria & Campo, 2007; Menna et al., 2008).

Pela definicao atual de taxonomia, a sequéncia
completa do gene 16S rBRNA consegue definir a
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posicdo das bactérias em nivel de género e, em
alguns casos, em nivel de espécie (Garrity & Holl,
2001). Desse modo, os genes 16S rRNA devem
ser utilizados, preferencialmente, em estudos de
taxonomia e filogenia, havendo um esforco em de-
positar um grande nimero dessas sequéncias, por
exemplo, no “Ribosomal Database Project” (http://
rdp.cme.msu.edu/); além disso, o depésito de se-
quéncias referentes a outros genes ribossomais
tem incrementado. Nesse contexto, também es-
tédo sendo alocados esforcos no sequenciamento
do gene 16S rRNA e outros genes ribossomais das
estirpes depositadas na colecdo SEMIA e na “Co-
lecéo de Bactérias Diazotréficas e Promotoras do
Crescimento de Plantas” da Embrapa Soja (Menna
et al., 2006; Binde, 2008; Menna-Pereira, 2008).
Contudo, como a andlise de genes ribossomais
néo consegue diferenciar estirpes, outros métodos
genéticos devem ser utilizados para o controle de
qualidade das bactérias, tanto na rotina de manu-
tencéo das colecdes de culturas, como na etapa
de distribuicdo para as industrias de inoculantes.

Um método internacionalmente reconhecido de
caracterizag@o de estirpes consiste na determinacio
do perfil de DNA apés a amplificacdo com primers
{oligonucleotideos) relacionados a regiées repetitivas
e conservadas do DNA, em geral no espaco
intergénico, a avaliagdo por rep-PCR (repetitive-
sequence-based-PCR) (Versalovic et al., 1991,
1994; de Bruijn, 1992). Os elementos repetitivos
parecem estar localizados em distintas posicoes
intergénicas no genoma, em ambas as orientacdes.
Existem trés familias principais de elementos,
incluindo as sequéncias 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 Ultimo caso, apesar da existéncia de
trés elementos, somente a subunidade boxA parece
ser altamente conservada em bactérias (Koeuth et
al., 1995). Sup&e-se que, por serem associadas
a graus elevados de polimorfismo, essas regides
génicas tenham uma participacdo em processos
de evolucdo adaptativa, mediando a interacdo
dos microrganismos com ambientes hostis (van
Berkum, 1999). Os primers para a amplificacdo
desses elementos podem ser sintetizados a partir
de repeticdes invertidas dos elementos REP, ERIC
e da subunidade box A do BOX e, se as repetices
estiverem distribuidas no genoma em orientacio
invertida, entdo um Unico 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 publicacdo 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 discriminacdo elevada,
facilidade na anélise e repetibilidade na obtencdo
dos perfis de bactérias diazotréficas por rep-PCR.
Desse modo, perfis caracteristicos de centenas de
estirpes de rizébios, inclusive aquelas autorizadas
para a producao 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;
Pintoetal., 2007; Mennaetal., 2008; Stocco et al.,
2008). Além disso, a andlise por rep-PCR também
se mostrou altamente eficiente para a obtencdo
de perfis de bactérias diazotréficas endofiticas 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 biotecnolégico, como é o caso de
Chromobacterium violaceum (Hungria et al., 2005).
Atualmente, mais de 2.000 estirpes da colec3o
de culturas da Embrapa Soja estdo caracterizadas
por rep-PCR, com a informacdo de centenas
delas disponibilizadas na homepage da “Brazilian
Microbial Resource Center-BMRC”, no endereco
http://www.bmrc.Incec.br. Uma andlise detalhada
dos resultados obtidos indicou que a anélise por
BOX-PCR resulta em perfis com maior ntimero de
bandas e menor custo na anélise, por requerer um
Unico primer, resultando na sugestdo de adocio
desses perfis para o controle de qualidade de
colecSes de culturas de rizébios, bem como para
a distribuicdo das estirpes para as indUstrias de
inoculantes (Hungria et al., 2008; Menna et al.,

- 2009).

Desse modo, visando uniformizar a metodologia
de BOX-PCR, o que permitird a comparacdo dos
perfis de bactérias nos diversos laboratérios de
pesquisa no Brasil, a metodologia detalhada & des-
crita neste comunicado.
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2. Metodologia

2.1. Extracdo do DNA

As andlises para a obtencdo dos perfis de BOX-
PCR sao realizadas, preferencialmente, com o
DNA das bactérias, havendo véarios métodos de
extracdo de DNA. As andlises também podem ser
feitas diretamente, utilizando-se colénias puras ou
meio liquido, contudo, os estudos de otimizacdo
e validacdo conduzidos na Embrapa Soja indicam
que a utilizacdo de DNA extraido 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, vyeast-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 MgS0,.7H,0; 0,1
g de NaCl; 0,4 g de extrato de levedura, comple-
tado com agua destilada e com pH ajustado a 6,8)
{Vincent, 1970), mas modificado para conter 5,0
g.L" de manitol, visando diminuir a producdo de
exopolissacarideos. As bactérias também podem
ser colocadas em outros meios que se mostrem
adequados para o seu crescimento, por exemplo,
0 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,0, 0,87 g;
completado com agua deionizada e pH ajustado a
6,8 a 7,2) (Somasegaran & Hoben, 1994), Gtil no
caso de bactérias apresentando grande producéo
de exopolissacarideos.

Para a extracdo do DNA das bactérias, recomen-
da-se que as mesmas sejam colocadas para cres-
cerem 15 a 20 mL do meio YM por 3 a 10 dias,
dependendo da taxa de crescimento, que pode ser
de répida (3 dias), a extra-lenta (10 dias), com
agitacdo a 150 a 200 rpm, em temperatura de,
aproximadamente, 28°C, com incubac&o no es-
curo. Todas as solucdes utilizadas para a extra-
¢do do DNA devem ser previamente autoclavadas.
Apds a incubacédo, centrifugar as suspensdes bac-
terianas a, aproximadamente, 10.000 rpm, a 4°C,
durante 10 minutos e descartar o sobrenadante.
Em seguida, ressuspender o pélete e lavar por
trés vezes, com 5 mL de solugdo salina (NaCl a
0,85%) podendo, ainda, no caso de bactérias com
grande producédo de exopolissacarideos, fazer uma
altima lavagem com solucéo 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,HPO,.12H,0 7,6
mmol.L"). Centrifugar e descartar o sobrenadante.

Depois da ultima lavagem, acrescentar 1 mL de
solucdo salina ou PBS, homogeneizar e transferir
o pélete para um tubo de ensaio de vidro ou outro
recipiente. Ajustar a concentracdo de células a,
aproximadamente, 10° células.mL", pela adicdo de
solucéo salina e calibracdo, que pode ser efetuada
utilizando diferentes métodos, incluindo leitura da
densidade ética em espectrofotémetro no compri-
mento de onda de 520 a 540 nm (caso a curva de
crescimento da bactéria j& tenha sido determina-
da), ou por leitura em cdmaras de crescimento Pe-
troff-Hausser ou Helber (Somasegaran & Hobem,
1994) ou, ainda, visualmente, utilizando padrées
de solucées de McFarland de sulfato de bario (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 visualizacdo do pélete é mais facil), centrifugar
a 12.000 rpm durante 10 minutos & temperatu-
ra ambiente (sempre que se referir a temperatura
ambiente, neste protocolo, ela serd de 21 a 23°C)
e descartar o sobrenadante. Em seguida, ressus-
pender o precipitado em 400 uL de TE 50:20 (50
mmol.L" de Tris, pH 8; 20 mmol.L" de EDTA-Na,
pH 8), adicionar 50 uL de SDS a 10% (10 g de do-
decil sulfato de sédio em 100 mL de agua), 10 uL
de proteinase K (10 mg.mL", mantida no conge-
lador), 10 uL de lisozima (5 mg.mL", mantida no
congelador), 2 uL de RNAse (10 mg.mL"', mantida
conforme especificacdo do fabricante) e, entdo,
incubar a 37°C por, aproximadamente, 1 hora (ou
até que o material se torne mais claro). Na sequén-
cia, as amostras podem ser homogenizadas com
ponteiras de 1 mL com a ponta cortada (aspirar e
soltar o material bem lentamente), por trés vezes,
para retirar a viscosidade. A seguir, acrescentar
30 uL de NaCl 5 mol.L" (resultando em uma con-
centracdo final de 250 mmol.L"), 70 yL de AcO-
Na 3 mol.L" (concentracéo final de 300 mmol.L")
e 28 uL de H,O Milli-Q. As amostras devem ser
bem homogeneizadas e deixadas em repouso por
1 hora na geladeira (aproximadamente 8°C) 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 pL {ou 2 volumes, no caso de menor volume
de sobrenadante) de etanol puro (25 a 99%) ge-
lado (aproximadamente -20°C) armazenando-se,
entdo, por uma noite, a -20°C. No dia seguinte,
centrifugar as amostras a 12.000 rpm durante 15
minutos, em temperatura ambiente, descartar o
etanol e adicionar 400 gL 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 50 uL de agua 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 —-20°C, mas a qua-
lidade do DNA sempre deve ser verificada antes
de cada anélise.

2.2. Verificacdo da qualidade do DNA

Para confirmar a concentracdo e pureza do DNA,
as amostras podem ser submetidas a eletroforese
em mini-gel de agarose de 10x 11 cma 1,0% [0,4
g de agarose em 40 mL de TBE 1X (10,8 g de Tris-
base; 5,5 g de acido bdrico; 4 mL de EDTA, 0,5
M, ajustado em pH 8, para cada litro de solucéo)].
Aplicar a amostra, utilizando 2 gL da amostra, adi-
cionados a 2 yL de tamp&o de amostra (0,25% de
azul de bromofenol e 40% de sacarose ou 30%
de’ glicerol). Submeter a eletroforese durante 40
minutos a 80 Volts. Como essa é apenas uma eta-
pa de verificagdo, outros tamanhos de géis, bem
como o tempo e a voltagem podem ser alterados.
A concentracdo do DNA pode ser verificada por
comparacdo com padrées de peso molecular co-
nhecidos, por exemplo, Lambda™ (Invitrogen™)
ou Low DNA Mass Ladder (Invitrogen™), ou outro
padrdo similar. A pureza do DNA deve ser verifi-
cada ap6s a coloracdo com brometo de etidio (40
uL do estoque a 1% em 800 mL de agua) e visu-
alizacdo em um transluminador sob radiacéo 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 quantificagdo de
DNA também podem ser utilizados. A pureza do
DNA pode ser verificada, no gel, pela verificacdo
de uma tnica banda de DNA, sem qualquer tipo de
arraste; no caso de leitura em espectrofotémetro,
a relacdo das leituras nos comprimentos de onda
260/280 nm deve ficar entre 1,8 e 2,0. A con-
centracdo do DNA deve ser ajustada para a con-
centracdo desejada, recomendando-se 50 ng.uL?,
usando agua Milli-Q esterilizada como diluente.

2.3. Reacdo de BOX-PCR

Para a amplificacdo do DNA, utiliza-se o primer
BOX (5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3')
(Versalovic et al., 1994; Koeuth et al., 1998),
com as reacdes de amplificacdo efetuadas confor-
me as modificacdes especificadas por Fernandes

et al. (2003) e Kaschuk et al. (2006). Visando a
uniformizacéo para a obtencao de perfis idénticos,
a reacdo de amplificagdo devera ser conduzida em
um volume final de 25 uL, contendo: agua Milli-Q
estéril, 13,8 uL; dNTPs, 5,0 yL (estoque com 1,5
mmol.L' de cada base); tampao 10X (500 mM
KCI; 200 mM Tris-HCI, pH 8,4), 2,5 uL; MgCl,,
1,5 wL (50 mmol.L""); primer, 1,0 yL (50 pmol.
4L DNA, 1,0 uL (50 ng.uL'); Taq, 0,2 uL (5
U.uL"). As concentragcbes podem ser ajustadas no
caso de reagentes com concentracdes distintas.

A amplificacdo sera realizada usando-se 0s seguin-
tes ciclos: 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 95°C
por 7 min; 30 a 35 ciclos de desnaturacéo (1 min
a 94°C), anelamento {1 min a 40°C) e extenséao
(8 min a 65°C); 1 ciclo de extenséo final a 65°C
por 16 min; manutencédo a 4°C. Para DNA extrai-
do, 30 ciclos sao suficientes, enquanto que, para
células ou coldnias, recomendam-se 35 ciclos
(Versalovic et al., 1994).

Depois da amplificagdo, adicionar, aos 25 uL de
cada reacdo, 5 yL de tampédo (0,25% de azul de
bromofenol e 40% de sacarose ou 30% de glice-
rol). Preparar um gel de agarose (low EEO, type
I-A) a 1,6%, diluido em tampdo TBE 1X (10,8 g
de Trisma-base; 5,5 g de &acido bdrico; 4 mL de
EDTA Na, 0,5 M; pH 8,0 em 1 L de &gua destila-
da). Adicionar 250 mL da solucdo a uma bandeja
de cuba de eletroforese de, aproximadamente, 20
x 25 cm. Nas canaletas do gel, colocar 30 uL de
cada amostra, com excegdo da primeira canaleta,
da dltima e, preferencialmente, também da central,
nas quais devem ser colocados 5 uL de padrdo, por
exemplo, do padrao de peso molecular de 1 kb plus
DNA Ladder™ (Invitrogen™), ou outro padrdo simi-
lar. Para preparar o padrdo de 1 kb plus DNA Lad-
der™, para cada 1 uL do marcador, adicionar 2 uL
de tamp&o de amostra e 7 yL de dgua Milli-Q; desse
modo, a aplicacdo de 5 ulL corresponde a 0,5 ug
de padrdo. Também incluir sempre tubos controle,
contendo os reagentes, mas sem DNA, para verifi-
car possiveis contaminacdes. Aplicar a voltagem de
120 Volts (aproximadamente 5 Volts.cm™) e cor-
rer & 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 verificacdo da qualidade do DNA, visualizar
em transiluminador e fotografar. Como padréo de
comparacdo para as condigées de amplificacdo e
equipamentos de cada laboratdrio, recomenda-se
utilizar, nas corridas, a estirpe de Bradyrhizobium
Jjaponicum SEMIA 5079 (=CPAC 15), cujo perfil de
BOX-PCR pode ser visualizado na figura 3.
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2.4. Estirpes apresentando
idénticos por BOX-PCR

perfis

No caso de estirpes apresentando o mesmo perfil
de BOX-PCR, podem-se obter, em caso de neces-
sidade de comprovacdo de identidade, os perfis
de ERIC-PCR ou REP-PCR. Para a amplificacéo,
utilizar-se-8o os pares de primers descritos por de
Bruijn (1992) e Versalovic et al. (1991, 1994),
REP 1R-REP 2| e ERIC 1R-ERIC 2:

REP 1R 5-ICGICGICATCIGGC-3’

REP 2| b5"-ICGICTTATCIGGCCTAC-3’

ERIC 1R 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’
ERIC 2 5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3

A extracdo de DNA e verificacdo da pureza serao
realizadas conforme descrito para BOX-PCR. Para
a reacao de amplificacdo, utilizar as mesmas con-
centracOes recomendadas para BOX-PCR, exceto
que, pela utilizacdo de dois primers, adicionando
1 pL de cada um (50 pmol.yL"), o volume final de
25 ul levard 1 uL a menos de dgua Milli-Q estéril.

A reacdo de amplificacdo serd realizada segundo
de Bruijn (1992) e Versalovic et al. (1994), com as
modificacbes efetuadas por Santos et al. (1999),
resultando no ciclos descritos a seguir: REP 1R
e REP 21: 1 ciclo a 95°C por 7 min.; 30 a 35
ciclos a 94°C por 1 min., a 45°C por 1 min. e a
65°C por 8 min.; 1 ciclo final de extensdo a 65°C
por 16 min., mantendo-se, entfo, a 4°C. Para os
primers ERIC 1R e ERIC 2, os ciclos serdo de: 1
ciclo de 95°C por 7 min.; 30 a 35 ciclos a 94°C
por 1 min, a 52°C por 1 min. e a 65°C por 8
min; 1 ciclo final de extensdo a 68°C por 16 min.,
mantendo-se, entdo, a 4°C. A corrida em gel de
eletroforese devera 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 discriminacédo
da analise 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 ana-
lise de agrupamento com os produtos de BOX-
PCR obtidos para 170 estirpes de rizdbios. Nesse
segundo estudo (Menna-Pereira, 2008), as ban-
das foram analisadas pelo programa Bionumerics
(Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.4.6) e,
para a analise 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
informacbes sobre as estirpes desse estudo po-
dem ser obtidas na homepage da Brazilian Micro-
bial Resource Center (http://www.bmrec.Ince.br).
Finalmente, na figura 3 sdo fornecidos, para com-
paracdo em andlises conduzidas em outros labo-
ratérios, os perfis da estirpe SEMIA 5079 de B.
Jjaponicum 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 ndo sejam
consideradas, pois apresentam maior variabilidade
e podem representar falsos produtos de PCR.

2.6. Conclusodes

A comparacéao de varias metodologias de obtencio
de perfis de DNA para a caracterizacio de estirpes,
pela analise de mais de mais de 2.000 bactérias no
Laboratério de Biotecnologia do Solo da Embrapa
Soja permite a recomendacdo de obtencdo de
perfis de BOX-PCR para a utilizacdo no controle
de qualidade de colegdes de culturas de bactérias
diazotréficas e promotoras do crescimento de
plantas, inclusive para a distribuicdo das estirpes

para outros laboratérios e para as industrias de

inoculantes. A padronizacdo da metodologia e
sua adocao em diversos laboratérios permitira a
comparac¢do dos materiais genéticos das coleges,
bem como a rastreabilidade na distribuicdo 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 reacdes de
amplificagdo ocorreram a partir de uma Unica
extracdo de DNA para cada bactéria, seguida pela
amplificagdo do DNA, realizadas em dias distintos;
(C) em repeticdes da mesma estirpe, com DNA da
mesma estirpe; (D) indicando o potencial de detectar
biodiversidade genética entre diversas estirpes.




10

Caracterizacéo Genética de Rizébios e outras Bactérias Diazotréficas e Promotoras do Crescimento de Plantas por BOX-PCR

Figura 2. Similaridade Genética (%)
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FIGURA 2. Perfis de
DNA obtidos para 170
estirpes de rizdbios,

apds a amplificacéo
utilizando o primer BOX-
A1R, conforme descrito
neste comunicado. Os
perfis obtidos foram
analisados utilizando o
programa Bionumerics
(Applied Mathematics,
Kortrijh, Belgium, versédo
4.6), com o algoritmo
UPGMA, o coeficiente de
Jaccard e a toleréncia no
programa estabelecida
em 2%. Segundo Menna-
Pereira (2008).



12

Caracterizacdo Genética de Rizébios e outras Bactérias Diazotr6ficas e Promotoras do Crescimento de Plantas por BOX-PCR

5000

ERIC
(=]
L]
2000 |— >y -
L
1000 [—pue
-

REP
!

2000 |—>

1000 |——» o

5000 |—

[
oy
2000 |—pum
1000 |——p
P—

Comunicado
Técnico, 79

Em’@)a

Ministério da
Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento

B

UM PAIS DE TODOS
GOVERNO FEDERAL

Exemplares desta edicdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Soja

Rod. Carlos Jodo Strass - Acesso Orlando Amaral
Cx. Postal: 231

860001270 Londrina - PR

Fone: (43) 3371 6000 - Fax: 3371 6100
Home page: www.cnpso.embrapa.br
e-mail: sac@cnpso.embrapa.br

12 edicdo
2 impressdo 12/2008: tiragem 400 exemplares

500 |—»

500 |—»

Comité de
publicacdes

Expediente

100 [—»

100 |—»

Figura 3. Perfis
De REP-, ERIC- e
BOX-PCR obtidos
para estirpe
SEMIA 5079de
Bradyrhizobium
Jjaponicum.

100 [—»

Presidente: José Renato Boucas Farias

Secretaria Executiva: Regina Maria Villas Boas de
Campos Leite

Membros: Antonio Ricardo Panizzi, Claudine Dinali
Santos Seixas, Francismar Corréa Marcelino, Ivan
Carlos Corso, Maria Cristina Neves de Oliveira,
Norman Neumaier, Rafael Moreira Soares, Sérgio
Luiz Goncalves

Coordenador de editoracdo: Odilon Ferreira Saraiva
Normatizador bibliografico: Ademir Benedito Alves
de Lima

Diagramacao: Eliane de Oliveira



