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ENUMERAÇÃO CELULAR PELA QUANTIFICAÇÃO ABSOLUTA POR PCR 

EM TEMPO REAL DE CULTURAS DE BRADIRRIZÓBIOS 

 

RESUMO – O teor protéico da semente de soja pode chegar a 42%, o que demanda 

uma alta quantidade de nitrogênio. Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium japonicum 

são bactérias fixadoras de nitrogênio que estabelecem uma simbiose com a soja 

convertendo o nitrogênio atmosférico em amônia, que é o composto assimilável pela 

planta. A maximização desta simbiose em termos de produtividade são alcançados por 

meio da inoculação com estirpes de bradirrizóbios, através de inoculantes comerciais. O 

objetivo deste trabalho consistiu em enumerar células bacterianas de inoculantes de 1, 

2 e 4 anos a partir da data de fabricação e avaliar a sobrevivência das células em 

sementes de soja em 4hs, 24hs e 48h após inoculação. Os resultados de contagem das 

unidades formadoras de colônias (UFC) foram confrontados com a técnica de 

quantificação absoluta por PCR (reação em cadeia da polimerase) em tempo real 

(qaPCR). Os números foram coerentes em ambas as técnicas em relação à proporção 

nos tempos de inoculação e nos inoculantes em análise, porém a qaPCR apresentou 

melhor acurária e rapidez nos resultados, detectando as células incultiváveis. As células 

resistiram sob dessecação até t=24 h, com queda considerável em todos os inoculantes 

após 48 h sob dessecação. Provavelmente esta queda é resultado de alteração 

bioquímica e fisiológica de seu metabolismo, dispondo de mecanismos defensivos às 

condições adversas para sua sobrevivência.  A enumeração por qaPCR pode ser usada 

como prova, em casos de variação encontrada na quantificação por diferentes 

laboratórios, considerando que o método por UFC apresenta muitas variáveis e não 

incluem células viáveis não cultiváveis (VBNC). O fato do estado fisiológico dos rizóbios 

em inoculantes ser bastante variável ao longo do período de armazenamento, a 

enumeração celular seja pelo método de plaqueamento ou qaPCR não revela o estado 

real do sistema biológico em questão. Assim é mandatório que os prazos de validade 

sejam obedecidos, em alguns casos reduzidos, para estes materiais.  

Palavras-chave: bradirrizóbios, enumeração celular, inoculante comercial, PCR em 

tempo real, quantificação absoluta, soja.  
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ENUMERATION AND DETECTION OF BRADYRHIZOBIA CELLS 

BY REAL-TIME PCR QUANTIFICATION 

 
SUMMARY - Soybean grains contain up 42% of protein, so this crop requires high 

amounts of nitrogen for plant development. Bradyrhizobium elkanii and Bradyrhizobium 

japonicum are nitrogen fixing bacteria that establish symbiosis with soybean, converting 

the atmospheric nitrogen into ammonia that is the assimilable inorganic nitrogen 

compound for the plant. The optimization of this symbiosis and the success of biological 

nitrogen fixation (BNF) are reached by inoculating the seeds with strains of 

bradyrhizobia, using commercial inoculants. The aim of this work consisted in the 

enumeration of bacterial cells of inoculants 1, 2, and 4 years old counting from the date 

of manufacture and in the evaluation of surviving cells under desiccation in soybean 

seeds after 4h, 24h, and 48 h. The results of counting of the colony forming colonies 

(CFU) were correlated with those of obtained using absolute quantification by PCR (real-

time PCR qaPCR). The values were coherent in both the techniques in relation to the 

ratio in times of inoculation and the inoculants properly. However, qaPCR was quicker 

and more occurat; and also allowed detection of the non-culturable cells. The cells 

resisted under desiccation until t=24 h, with considerable fall in all the inoculants after 

48h under desiccation. This was probably due to by biochemical and physiological 

changes in its metabolism, making use of defensive mechanisms to the adverse 

conditions for its survival. qaPCR enumeration could be used as a proof when variation 

in cell counting by different laboratories occurs. Considering that CFU based method 

present a lot of variables and do not account live cells in viable but non culturable 

(VBNC). The fact of the physiological state in rhizobia inoculants be sufficiently 

changeable throughout the storage period, the cellular enumeration for both methods do 

not reveal real state of the biological system in question. Thus it is mandatory that the 

expiration data is observed or reduced in some cases for the use of these materials.  

 

Key-words: bradyrhizobia, cellular enumeration, commercial inoculant, real time PCR, 
absolute quantification, soybean.  
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I. INTRODUÇÃO  

 

A soja [Glycine max (L.) Merril], família Fabaceae (DELORIT & GUNN, 1986)  

possui em torno de 42% de proteína em algumas sementes o que demanda uma 

quantidade elevada de nitrogênio em sua cultura, uma vez que o mesmo é constituinte 

essencial de aminoácidos, clorofila, ácidos nucléicos, bases nitrogenadas, entre outras 

moléculas CRAWFORD et al. (2000). O Brasil é o segundo maior produtor de soja no 

mundo. A safra de 2009 prevê uma produção de 57 milhões de toneladas, em uma área 

cultivada de 21 milhões hectares (CONAB, 2009). As principais fontes de nitrogênio 

para a cultura de soja são: o solo, através da decomposição da matéria orgânica e das 

rochas; a aplicação de adubos nitrogenados e a fixação biológica de nitrogênio 

atmosférico (FBN), através da associação simbiótica entre a leguminosa e bactérias do 

gênero Bradyrhizobium (ARAÚJO, 2006). A maximização deste processo é atingida 

com o uso de inoculantes comerciais líquidos, descartando a necessidade de aplicação 

de fertilizantes nitrogenados (ZILLI et al. 2005).   

Devido à ampla aplicação biotecnológica dos microrganismos, a enumeração 

celular tornou-se de suma importância para área industrial, envolvendo a necessidade 

de quantificar células em amostras de inoculantes para culturas agronômicas. As 

estirpes de bradirrizóbios recomendadas para a produção de inoculantes para soja são 

as SEMIA (seção de microbiologia agrícola) 5019 (B.elkanii) (29W) e SEMIA 587 (B. 

elkanii), sendo posteriormente incluídas as estirpes SEMIA 5079 (B. japonicum) (CPAC 

15) e a SEMIA 5080 (B. japonicum)  (CPAC 7) (JARDIM-FREIRE & VERNETTI, 1999; 

JARDIM-FREIRE et al. 2006). A legislação que rege a produção de inoculantes é 

regulamentada pelas instruções normativas no 5 (10/08/2004) e no 10 (24/03/2006), do 

MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento), que recomenda que os 

inoculantes líquidos devem apresentar concentração mínima de 1,0 x 109 células 

viáveis por grama ou mililitro de produto, até a data de vencimento que é de no mínimo 

seis meses (FREIRE, 1992; HUNGRIA et al. 1997). Rizóbios são tradicionalmente 

enumerados através da quantificação de colônias viáveis por método de diluição 

seriada, por plaqueamento em meio sólido de cultura. Para superar possíveis 
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desvantagens dos métodos tradicionais de contagem celular, e incluir a detecção e 

enumeração de células viáveis, mas não cultiváveis (“vialble but not culturable” – 

VBNC), novas técnicas foram desenvolvidas usando tecnologias moleculares.  

O MAPA exige um controle periódico dos inoculantes comerciais e comprovou 

que em alguns casos há uma discrepância entre o número de células detectadas pelo 

método de contagem de UFC (Unidades Formadoras de Colônias), por diluição seriada 

em placas, obtidos nos laboratórios dos produtores e o laboratório da FEPAGRO 

(Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária/RS), que é o órgão responsável pelas 

análises de inoculantes requeridas pelo MAPA. A técnica de PCR quantitativo em 

tempo real torna possível detectar a concentração de uma determinada amostra de 

DNA, permitindo uma estimativa confiável do número de células, com rapidez.  

Considerando isto, a enumeração celular associada pela quantificação de 16Sr RNA, 

por PCR em tempo real, é uma proposta inovadora e eficiente. 

O objetivo deste trabalho consistiu em desenvolver e aplicar a técnica para a 

enumeração celular de bradirrizóbios em inoculantes comerciais para soja, visando sua 

aplicação como método quantitativo recomendado, comparado ao método tradicional de 

contagem de células por determinação de UFC após diluição seriada. A técnica está 

embasada na quantificação absoluta do gene 16S rRNA; o 16S rRNA faz parte da 

maquinaria básica de tradução e síntese de proteínas constituída nos ribossomos. A 

quantificação celular pela PCR em tempo real foi comparada ao método tradicional de 

diluição seriada e plaqueamento. A análise foi realizada com culturas de inoculantes 

comerciais líquidos para soja, em diferentes períodos de armazenamento, e em ensaios 

de dessecação que avaliam a resistência das células sobre as sementes de soja.   

 O desenvolvimento desta técnica como principal objetivo deste trabalho deixa 

claro que o método quantitativo absoluto deve ser empregado em casos que 

necessitem de uma confirmação da contagem de UFC por diluição seriada em placas.  

 A metodologia proposta deverá ser utilizada como um fator de decisão quando 

necessário. Esta análise permitirá a enumeração celular por quantificação absoluta de 

células de bradirrizóbios. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. Importância da avaliação da qualidade de inoculantes comerciais para 

soja 

 

Os solos de uma maneira geral, possuem uma população natural de rizóbios 

capazes de nodular a soja, entretanto, essas bactérias nem sempre são suficientes e 

eficientes no processo de fixação biológica do nitrogênio (FBN). Para que ocorra uma 

maximização deste processo com um custo relativamente reduzido para o agricultor, o 

uso de inoculantes comerciais é imprescindível para que a produção de soja seja de 

excelente qualidade no Brasil. Pesquisas indicam que não há a necessidade de 

aplicação de fertilizantes nitrogenados para a cultura de soja, pois o uso adequado dos 

inoculantes comerciais é suficiente para o sucesso da FBN (ARAÚJO, 1997; ZILLI et al. 

2005).  

A recomendação de estirpes de bactérias para produção de inoculantes 

comerciais é feita pela RELARE (Rede de Laboratórios para Recomendação, 

Padronização e Difusão de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse 

Agrícola). As estirpes de bradirrizóbios atualmente estão depositadas parte da coleção 

de rizóbios da FEPAGRO, que é a instituição responsável pela manutenção e 

distribuição das estirpes recomendadas, enquanto o MAPA normatiza a produção de 

inoculantes comerciais em âmbito federal.  

Rizóbios são tradicionalmente enumerados através da quantificação de colônias 

viáveis por método de diluição seriada, por plaqueamento em meio sólido de cultura. 

Contudo, diversos parâmetros podem causar uma limitação no processo de 

quantificação de unidades formadoras de colônias e, portanto, na enumeração 

propriamente dita. Para superar as possíveis desvantagens dos métodos tradicionais de 

contagem celular, e incluir a detecção e enumeração de células viáveis, mas não 

cultiváveis, novas técnicas foram desenvolvidas usando tecnologias moleculares. Entre 

estas, destacam-se o método de hibridização fluorescente “in situ”, epifluorescêcia e 

PCR quantitativo em tempo real. 
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Contudo, os métodos tradicionais de detecção, incluindo as análises bioquímicas 

e/ou de cultivo celular, demoram no mínimo dois dias para se ter resultados. Em 

particular, para B. elkanii, um rizóbio de crescimento lento, o resultado de plaqueamento 

de uma diluição seriada demora entre 06-10 dias para que as colônias cresçam 

(RUMJANECK et al. 1993). Considerando a expectativa da indústria e mercado de 

inoculantes comerciais, este tempo pode ser considerado como um prazo prolongado 

para se obter resultados. 

A técnica de PCR quantitativo em tempo real desenvolveu-se como uma 

ferramenta fácil, sensível e confiável para quantificação bacteriana em amostras 

ambientais (HUIJSDENS et al. 2002). Esta técnica torna possível detectar a 

concentração inicial de um determinado ácido nucléico, permitindo uma estimativa 

confiável do número de células correlacionadas. Outro fator favorável é a rapidez com 

que os resultados podem ser adquiridos, comparado aos métodos tradicionais de 

enumeração celular. 

O MAPA realiza um controle periódico dos inoculantes comerciais e comprovou 

que em alguns casos, há uma discrepância entre o número de células detectadas pelo 

método de contagem de UFC por diluição seriada em placas, entre os diferentes 

laboratórios dos produtores, e o laboratório da FEPAGRO, que é o órgão responsável 

oficial das análises de inoculantes pelo MAPA. A metodologia proposta neste trabalho 

deveria ser utilizada como um fator de decisão quando necessário. 

 

2. A cultura da soja e a fixação biológica do nitrogênio 

 

O Brasil é o segundo maior produtor de soja no mundo. A safra de 2009 prevê 

uma produção de 57 milhões toneladas, em uma área cultivada de 21 milhões hectares 

(CONAB). A soja possui um alto teor protéico, em torno de 42% em algumas sementes 

(PANIZZI & MANDARINO, 1994), o que demanda uma quantidade elevada de 

nitrogênio que é constituinte essencial de proteínas, aminoácidos, clorofila, ácidos 

nucléicos, bases nitrogenadas, entre outras moléculas (CRAWFORD et al. 2000). 
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A maximização da simbiose pode ser alcançada através da inoculação com 

estirpes de rizóbios com características selecionadas. Isto reduz significativamente os 

custos da produção da soja no Brasil em mais de um bilhão de dólares, através da 

aplicação de inoculantes comerciais, fator que contribui também com a diminuição da 

poluição no meio ambiente (MENDES & HUNGRIA, 2001). Fica claro que a viabilidade 

econômica da cultura de soja no Brasil deve-se à ação dessas bactérias que trabalham 

para o agricultor.  

As principais fontes de nitrogênio para a cultura de soja são: o solo, através da 

decomposição da matéria orgânica e das rochas; a aplicação de adubos nitrogenados e 

a fixação biológica de nitrogênio atmosférico, através da associação simbiótica entre a 

leguminosa e rizóbios (ARAÚJO, 2006). Os solos tropicais brasileiros possuem uma 

fonte muito limitada de nitrogênio, uma vez que as nossas condições de altas 

temperaturas aceleram o processo de decomposição da matéria orgânica, liberando 

rapidamente o nitrogênio e provocando sua posterior perda do solo através da lixiviação 

e da desnitrificação. Sendo assim, os solos tropicais de um modo geral, são muito 

pobres em nitrogênio, com teores máximos em torno de 0,3%. 

A maior reserva de nitrogênio na natureza encontra-se no ar, o qual contém 

cerca de 80% deste elemento na forma de dinitrogênio gasoso (N2), não assimilável 

pelas plantas. O processo de FBN, que envolve a transformação do gás N2 em amônia 

(NH3), requer um grande gasto de energia devido à ligação química tripla entre estes 

átomos. A energia necessária para romper esta ligação covalente pode ser oriunda de 

fontes biológicas, como no caso da FBN, ou de fontes energéticas não renováveis, 

como ocorre no processo industrial de produção dos adubos nitrogenados. O processo 

Haber-Bosch funciona por meio da combinação de gases de nitrogênio e hidrogênio sob 

altas temperaturas e pressão na presença de um agente catalisador. O calor e a 

pressão proporcionados exigem grande quantidade de energia e o hidrogênio é suprido 

pelo petróleo, carvão ou, mais freqüentemente, por gás natural (combustíveis fósseis). 

Estudos estimam que sejam gastos seis barris de petróleo para cada tonelada de NH3 

sintetizada através do processo industrial de fixação de nitrogênio (HUNGRIA et al. 

2001).  
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Bactérias fixadoras de nitrogênio possuem um complexo enzimático denominado 

nitrogenase, capaz de quebrar a tripla ligação entre átomos de nitrogênio atmosférico, 

convertendo esse nitrogênio em amônia, a qual é absorvida pela planta (BURKS & 

BURRIS, 1941; BURRIS, 1974). Os rizóbios são bactérias habitantes do solo que se 

associam intimamente com os pêlos radiculares das plantas (Figura 01B). Trocas de 

sinais moleculares entre os simbiontes iniciam o processo de nodulação, dando origem 

aos nódulos, que são estruturas especializadas onde a simbiose é estabelecida (Figura 

02) (PERRET et al. 2000). As leguminosas liberam compostos flavonóides propiciando 

uma quimiotaxia do rizóbio em direção à superfície dos pêlos radiculares da planta. Os 

rizóbios uma vez direcionados à rizosfera induzem a diferenciação do primórdio do 

nódulo. Os rizóbios infectam as células vegetais através do cordão de infecção, 

formado inicialmente pelo encurvamento dos pelos radiculares e abrigo dos rizóbios até 

atingirem as células vegetais (Figura 03). O crescimento do nódulo radicular ocorre com 

a multiplicação dos rizóbios no interior da planta, onde se diferenciam morfologicamente 

em bacterióide dando início ao processo de FBN (Figura 04). O bacterióde utiliza as 

fontes de energia da planta para sua manutenção e multiplicação, e a planta aproveita o 

nitrogênio fixado diretamente nas raízes, distribuindo-o para os demais órgãos (Figura 

01A).  

 

Figura 01: A) Plantas de soja não inoculadas (esquerda) e inoculadas (direita) (Foto de 
João Campanharo - Campo de Avaré/SP). B) Nódulos em plantas de soja cultivadas em 
casa de vegetação. 

 

A B 
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Figura 02: Fases do estabelecimento da simbiose entre leguminosas e rizóbios. 
Fonte: www.plantphys.net 

 

1. Liberação de flavonóides pelas raízes da planta; 
2. Quimiotaxia do rizóbio em direção à superfície das raízes; 
3. Proliferação do rizóbio na rizosfera e indução da diferenciação do primórdio do 
nódulo; 
4. Aderência do rizóbio às raízes; 
5. Diferenciação do meristema secundário do nódulo (conexão vascular); 
6. Encurvamento do pêlo radicular e formação da via de infecção; 
7. Múltipla infecção das células do nódulo e crescimento do nódulo; 
8. Crescimento do nódulo, diferenciação dos bacterióides e começo da fixação 

simbiótica de nitrogênio. 
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Figura 03: Detalhes das fases de infecção da raiz de uma planta por rizóbios.  
Fonte: www.plantphys.net  

 

 

 

Figura 04: (A): Bacterióides fixadores de nitrogênio (KUYKENDAL, 2005). (B): Secção 
transversal de um nódulo determinado de feijão, como o de soja, mostrando a formação 
do simbiossoma. B – bacterióide; Y – espaço peribacterióide; M – membrana 
peribacterióide; W – parede celular vegetal; P – grânulo de PHB; S – amido. 
(CRAWFORD et AL., 2000).  
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3.  Inoculantes Comerciais: tipos e aplicações 

 

Os inoculantes comerciais podem vir na forma de turfa, que é um substrato com 

elevado teor de matéria orgânica (ARAÚJO, 1997), ou na forma líquida devido à 

praticidade de aplicação por parte do agricultor. A utilização de inoculantes comerciais 

na forma líquida é mais promissora, o qual vem apresentado em embalagens que 

consistem de frascos plásticos, que mantém na sua formulação as células viáveis 

durante o período de seu armazenamento. O prazo de validade dos inoculantes 

comerciais é de no mínimo seis meses após sua fabricação e a aplicação é realizada 

diretamente na semente ou via sulco de plantio (MAPA, 2009). As aplicações devem ser 

realizadas anualmente, pelo menos nos primeiros anos da cultura. Isto é importante 

para que, independente da presença ou não de bradirrizóbios no solo, a simbiose se dê 

sempre com as estirpes presentes no inoculante (OLIVEIRA & VIDOR, 1984; VARGAS 

& HUNGRIA, 1997). Isso possibilita uma maior eficiência na FBN.  

Os inoculantes em sua maioria utilizavam a turfa como veículo e deveriam ser 

aplicados às sementes antes do plantio, através de um processo trabalhoso e que 

muitas vezes poderia levar à morte dos microrganismos ou inoculação de organismos 

patogênicos nas sementes. A turfa é caracterizada por ser um material orgânico, 

importado e esterilizado antes de sua utilização na produção de inoculantes. Isso torna 

o produto caro e, muitas vezes é responsável pela má qualidade do inoculante, 

principalmente com relação à presença de microrganismos contaminantes.  

O desenvolvimento de tecnologia visando à produção de inoculantes líquidos se 

tornou importante para a diminuição dos custos de produção dos inoculantes e para a 

facilitação da utilização desse insumo pelos produtores de soja. Dessa maneira uma 

formulação líquida contendo rizóbios fixadores biológicos de nitrogênio em soja foi 

desenvolvida. Essa formulação permite a manutenção da viabilidade dessa bactéria, 

livre de contaminação, mais econômica e com maior facilidade de aplicação nas 

sementes no momento do plantio. Paralelamente foram desenvolvidas formulações 

para aplicação de estirpes em inoculantes via sulco de plantio. Estas formulações foram 

enriquecidas com componentes direcionados para o fortalecimento da estrutura celular 



 25 

das bactérias do gênero Bradyrhizobium objetivando maior vigor e conseqüente 

longevidade no solo. 

 

4. Filogenia e taxonomia de rizóbios 

 

Para classificar as diversas espécies de rizóbios foram tradicionalmente 

utilizados testes morfológicos, fisiológicos, bioquímicos e simbióticos, tais como, o 

cultivo em meios com diferentes fontes de carbono e a habilidade em nodular diferentes 

leguminosas hospedeiras, dentre outros (JORDAN, 1984). Contudo, particularmente 

nas últimas duas décadas, as técnicas de biologia molecular vêm ganhando um espaço 

crescente nos estudos de taxonomia, competitividade e ecologia de rizóbios.  

Os RNAs ribossômicos rRNA) são componentes essenciais na fisiologia celular. 

Estes componentes interagem de modo específico com as proteínas ribossômicas para 

formar as subunidades dos ribossomos que atuam na síntese de proteínas. Os rRNAs 

são o principal produto da transcrição em qualquer célula, constituindo geralmente de 

80 a 90% da massa de RNA total dos procariontes e eucariontes. As seqüências que 

codificam para rRNAs são reiteradas, ocorrendo em número variável nos diversos 

organismos estudados. Os RNAs ribossômicos são classificados conforme seu 

coeficiente de sedimentação sob campo centrífugo, que depende tanto do tamanho, 

assim como da densidade da molécula, nas unidades Svedberg (de símbolo S). Nos 

procariontes há ocorrência de 3 tipos de rRNAs: 3S, 16S e 23S, sendo que ocorre uma 

região que geralmente não são transcritas denominada ITS (non transcribed spacer) 

(GORAB, 2001).  

Os rRNAs contém regiões com sequência conservada e variável que pode ser 

utilizada como  cronômetro molecular permitindo estimar a distância filogenética. 

Regiões de baixa variabilidade permitem inferências do tipo intra-específica na relação 

entre membros de um determinado domínio, seja Archaea, Eubacteria e Eucarya. 

Regiões mais variáveis oferecem uma discriminação entre organismos em nível de 

gênero e espécie (LIU & STAHL, 2002). 
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Avanços na utilização de técnicas de biologia molecular estão sendo obtidos pela 

comparação das seqüências de nucleotídeos do DNA, em especial na região que 

codifica o gene 16S rRNA. Esta região é considerada conservada entre as bactérias, 

mas, ao mesmo tempo, com variabilidade e quantidade de informações suficientes para 

revelar as relações filogenéticas entre as espécies (WOESE, 1987; WEISBURG et al. 

1991; WILLEMS & COLLINS, 1993).  

Os estudos de filogenia também se beneficiaram pela técnica de PCR (análise 

pela reação em cadeia da polimerase), que permite a amplificação de seqüências 

definidas do DNA (SAIKI et al. 1988), o que facilitou as análises da molécula do 16S 

rDNA (YOUNG et al. 1991;  YANAGI & YAMASATO, 1993).  

Atualmente, segundo o Manual de Bacteriologia Sistemática de Bergey 

(GARRITY, 2005), baseado na análise filogenética da seqüência do 16S rRNA são 

definidas quatro famílias que englobam os gêneros de rizóbios: Bradyrhizobiaceae 

(Bradyrhizobium), Rhizobiaceae (Rhizobium, Allorhizobium e Ensifer (Sinorhizobium), 

Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium) e Hyphomicrobiaceae (Azorhizobium). O gênero 

Sinorhizobium recebeu uma nova classificação recentemente, sendo renomeado como 

Ensifer, devido à semelhança íntima entre os dois gêneros.  

Embora amplamente utilizado para avaliação da diversidade e filogenia de 

populações microbianas, o gene 16S rRNA também pode ser empregado nos métodos 

moleculares para determinação direta de densidade ou abundância de células 

microbianas, em ambientes naturais ou “in vitro”. 

 

5. Métodos de contagem de células 

 

Enumeração celular ou medidas de biomassa são de grande importância na 

ecologia, uma vez que os microrganismos além de constituir a base da cadeia 

alimentar, realizam importantes processos na ciclagem de nutrientes em diferentes 

ciclos biogeoquímicos. Atualmente, devido à ampla aplicação biotecnológica dos 

microrganismos, a contagem celular tornou-se de suma importância para área 
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industrial. Neste contexto, encaixa-se a importância do número de células em amostras 

de inoculantes para culturas agronômicas (PINKART et al. 2002). 

Tradicionalmente, os microbiologistas têm quantificado a biomassa microbiana 

em uma determinada amostra por meio do número de células coradas em uma alíquota, 

ou pela detecção de células em um contador viável, com a subseqüente conversão do 

número de células em conteúdo de carbono. Métodos bioquímicos envolvem a 

quantificação de componentes celulares dos microrganismos, tais como lipídeos, 

proteínas ou açúcares (PINKART et al. 2002). 

Contudo, as técnicas microbiológicas clássicas, ou os métodos bioquímicos 

tradicionais, amplamente empregados, mostram baixa eficiência na determinação 

adequada de biomassa ou organização estrutural populacional de comunidades 

microbianas. Têm sido relatados, repetidamente, que métodos de enumeração celular 

para bactérias de diversas amostras ambientais são limitados e podem representar 

apenas uma proporção pequena da extensa comunidade real de células viáveis 

(RINGELBERG et al. 1988; SHAHAMAT et al. 1993). Adicionalmente, microrganismos 

podem ser metabolicamente ativos e potencialmente infecciosos ainda que não sejam 

cultiváveis (XU et al. 1982). 

Bactérias Gram-negativas podem entrar em um estado conhecido como viável, 

mas não cultivável (“viable but non-culturable” – VBNC), um fenômeno que tem sido 

considerado análogo a esporulação de bactérias Gram-positivas (MCDOUGALD, 1998). 

Em resposta a estresses ambientais, como alta ou baixa temperatura, privação 

de fontes de nitrogênio ou carbono, choque osmótico, radiação, salinidade ou saturação 

de oxigênio, algumas espécies bacterianas podem entrar no estado VBNC. Tais 

espécies incluem: Vibrio vulnificus, Micrococcus luteus, Escherichia coli e Helicobacter 

pylori. Neste estado metabólico, as células perdem sua habilidade em crescer nos 

meios convencionais, que as sustentam, e sofrem mudanças fisiológicas e 

morfológicas, tais como resistência a sonicação, alteração na estrutura de membrana e 

parede celular e mudanças no conteúdo lipídico e protéico (LINDER & OLIVER, 1989; 

MUKAMOLOVA et al. 1995; WALSH et al. (1995). 
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O fenômeno de VBNC também foi descrito em algumas bactérias de solo, 

incluindo espécies de rizóbios, como, Ensifer (Sinorhizobium) meliloti (BASAGLIA et al. 

2006) Bradryrhizobium japonicum, Agrobacterium tumefasciens, Rhizobium ”hedysari” e 

Rhizobium leguminosarum. MAURICE et al. (2001) trabalhando com inoculantes 

líquidos, comerciais para soja, observaram a presença de células mortas ou em VBNC 

de B. japonicum. Eles relatam uma diminuição no número de células viáveis sobre 

sementes inoculadas ou nos inoculantes armazenados por vários anos. Estas células 

envelhecidas também apresentaram alterações em suas propriedades fisiológicas, 

baseado na relação bioquímica de matéria/carbono/nitrogênio/proteínas. 

Três métodos destacam-se na enumeração celular, a saber: 1) o método de 

contagem direta de células totais através da câmara de contagem Neubauer, com 

recurso de microscópio ótico; 2) a citometria de fluxo, que utiliza uma combinação de 

componentes fluidos, ópticos e eletrônicos para analisar células em nível individual e 

corroborar essa informação para posterior análise; 3) a contagem de unidades 

formadoras de colônias (UFC), em placas de Petri contendo meio sólido de cultura.   

MAURICE et al. (2001) relatam, em termos práticos, a dificuldade em relação aos 

testes de qualidade de inoculantes comerciais, em particular contendo células em 

estado VBNC. O tempo de aparecimento de colônias em placas aumentou para os 

inoculantes armazenados por longos períodos, sendo que a análise englobou amostras 

com até oito anos de idade. Um dos critérios de qualidade mais importantes na 

avaliação de inoculantes comerciais consiste no número de células capazes de produzir 

nódulos eficientes e fixar o nitrogênio. Este critério é avaliado através da enumeração 

de células pelo método de determinação de UFC, em meio YMA (“Yeast-Mannitol 

Agar”) (VINCENT, 1970).  

O modo usual de realizar contagem de células viáveis consiste em determinar o 

número de células capazes de formar colônias num meio de cultura sólido com 

composição adequada ao crescimento do microrganismo. Assume-se que cada colônia 

é originada a partir de uma única célula viável, embora duas ou mais células que 

formem um agregado darão origem a uma única colônia. O procedimento geral com 

vista à contagem de UFC numa suspensão celular baseia-se no aparecimento e 
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contagem das colônias  isoladas espalhadas sobre o substrato, após sujeição da  

suspensão de células à  diluições seriadas sucessivas. Pretende-se que as células 

fiquem distanciadas de modo a que, após várias divisões celulares, originem colônias 

visíveis e bem isoladas umas das outras. Este método, embora amplamente 

empregado, pode apresentar modificações experimentais inerentes que são 

significativas considerando o padrão de análises que deve ser homogêneo entre os 

diferentes laboratórios. Tais procedimentos são: 1) ressuspensão deficiente da amostra 

de inoculante a ser analisada, por falta de uma agitação adequada e vigorosa; 2) 

deficiência cometida nas diluições; 3) separação inadequada das células presentes nas 

amostras diluídas; 4) aquecimento inadequado do espalhador de vidro, após 

esterilização pelo calor na chama do bico de Bunsen; 5) espalhamento incorreto sobre a 

placa de Petri. Isso pode causar uma variação dos resultados levando a divergência na 

análise de produtos comercializados e conflito entre os órgãos oficiais de fiscalização e 

a empresas produtoras de inoculante. 

Com base nos relatos que demonstram que a atividade fisiológica de células de 

rizóbios em inoculantes comerciais se altera após períodos de estocagem e na possível 

deficiência dos métodos de contagem celular tradicionais, novos métodos de avaliação 

de inoculantes são necessários. Considerando isto, a enumeração celular associada ao 

perfil quantitativo do 16S rDNA por PCR em tempo real, é uma proposta inovadora e 

eficiente. Fica claro que o método quantitativo absoluto deve ser empregado em casos 

que necessitem de uma confirmação da contagem de UFC por diluição seriada em 

placas.  

 

6. PCR quantitativo em tempo real (qaPCR) 

 

O primeiro conceito de PCR (“Polymerase Chain Reaction”) surgiu em 1971 por 

GHOBIND KHORANA e colaboradores embora a idéia não tenha sido colocada em 

prática. Em 1985, KARY MULLIS e colaboradores publicaram o método de amplificação 

do DNA com êxito. Contudo, a automação na PCR ocorreu após a descoberta da Taq 

DNA Polimerase termoestável em 1989, por HOFFMANN-LA ROCHE Inc. & CETUS. 
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Em 1992 HIGUCHI e colaboradores adaptaram e desenvolveram a técnica de PCR em 

tempo real. Com este avanço biotecnológico, análises clínicas, agropecuárias e 

científicas podem ser realizadas com maior rapidez e precisão. 

A PCR quantitativa em tempo real (qaPCR) consiste numa reação de PCR cuja 

detecção dos amplicons é simultânea à amplificação, não necessitando de etapas 

posteriores como gel de eletroforese, detecção radioativa, ELISA ou Blots.  Esta qaPCR 

tem sido usada para detecção de patógenos, análise de expressão gênica, 

polimorfismos de um único nucleotídeo (SNP), análises de aberrações cromossômicas 

(KUBISTA et al. 2006). 

Este sistema está embasado na detecção e quantificação de um repórter 

fluorescente, enquanto ocorre a amplificação (Figura 05). Para isso, utilizam-se 

oligonucleotídeos e sondas específicas, ou fluoróforos intercalantes na cadeia do DNA, 

que emitem fluorescência a cada hibridização e a cada passo de amplificação 

(KUBISTA et al. 2006).  

 

 

Figura 05: Esquema ilustrativo de PCR em tempo real com o sistema SYBR Green.  
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O sinal fluorescente é detectado após cada ciclo da PCR, durante a fase 

exponencial. O dobro da quantidade do produto é acumulado a cada ciclo, assumindo 

100% de eficiência da reação. O sinal aumenta de uma forma diretamente proporcional 

à quantidade de produto de PCR na reação, enquanto a cinética de amplificação 

permite monitorar a acumulação do produto em tempo real especificamente durante a 

fase exponencial da reação (Figura 06). Estas características fazem da PCR 

quantitativa em tempo real a técnica mais precisa e reprodutível para a análise 

biotecnológica (KUBISTA et al. 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 06: Fases do ciclo da PCR em tempo real.  

 

A qaPCR permite a obtenção de valores numéricos, tais como, número de cópias 

ou quantidade em ng de DNA, presente em determinada amostra. É preciso ter uma 

amostra padrão previamente quantificada por método independente, para quantificação 

da amostra de interesse. Com isto, a qaPCR vem sendo empregada para determinação 

de carga viral e quantificação de transgenes em organismos geneticamente modificados 

(OGMs). Contudo, muitos experimentos utilizam da metodologia de titulação de 

exponencial 

linear 

plateau 
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amostras padrões, para quantificação de amostras desconhecidas. Desta forma, um 

título, como um fator de diluição, por exemplo, é associado aos pontos da curva padrão, 

oferecendo um valor comparativo para as amostras desconhecidas.  

Neste contexto, o método proposto neste trabalho permitirá enumeração celular 

rápida e segura por quantificação absoluta de células de bradirrizóbios em amostras de 

interesse agrícola.  

 

 

III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os protocolos, quando não especificados pelo fornecedor dos kits ou reagentes, 

foram fundamentados em (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Tais técnicas não oferecem 

risco para o meio ambiente e saúde humana, encaixando-se nos padrões de 

biossegurança (NB-1). 

 

Parte I - Desenvolvimento da técnica de enumeração celular baseado na 

qaPCR  

 

1. Descrição das amostras experimentais e suas finalidades  

 

a) Inoculante Comercial para soja 

 

 Os inoculantes para soja armazenados por diferentes períodos foram utilizados 

em experimentos em casa de vegetação para determinar sua viabilidade em nodular 

raízes da leguminosa sob condição de dessecação sobre sementes de soja, em 

períodos distintos. A determinação do número de células dos inoculantes puros foi 

realizada por de plaqueamento e qaPCR.  
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b) Células de bradirrizóbios adsorvidas na superfície das sementes de 

soja 

 

 Durante a condição de dessecação a que os inoculantes foram submetidos, as 

células de bradirrizóbios aderidas nas sementes em cada período foram recuperadas s 

lavando-as com água, e após diluição seriada, o número de células/ml foi determinado 

e uma alíquota foi utilizada para qaPCR. As sementes sob dessecação foram plantadas 

em casa de vegetação para avaliar a resistência e eficiência dos bradirrizóbios em 

nodular as plantas de soja quando sujeitos à condição de estresse.  

 

c) Plasmídeo pGEM16SrDNA 

  

 O plasmídeo pGEM16SrDNA contendo o gene 16S rRNA de B. elkanii foi obtido 

pela clonagem do produto de amplificação da região de interesse no DNA genômico de 

B. elkanii e pGEM-T Easy utilizado para confecção da curva padrão do PCR em tempo 

real por diluições seriadas. A finalidade da clonagem plasmidial foi obter uma cópia do 

gene 16Sr RNA por plasmídio, para posterior quantificação de 16SrDNA nas amostras 

de interesse.  

 As diluições seriadas foram obtidas a partir de uma solução de pGEM16SrDNA 

quantificado usando o Nanodrop ND-1000 (Roche). Com base na quantificação inicial 

foram estabelecidos valores dos títulos de cada diluição e suas respectivas 

concentrações em ng/µl. Estes valores posteriormente inseridos no “Sequence 

Detection Software” - SDS do ABI 7500 para obtenção da curva padrão. Os valores 

foram gerados pela curva padrão forneceram uma fórmula a qual serviu como base 

para os posteriores cálculos.  

 

d) Amostra de referência 

 

 Bradyrhizobium japonicum foi cultivado em laboratório em meio de cultura 

específico e utilizado como referência para as análises comparativas de contagem por 
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UFC e qaPCR. A determinação da qaPCR de amostras desconhecidas é realizada 

somente com uma amostra previamente quantificada sem interferência de fatores 

adversos a seu desenvolvimento para relacioná-la às amostras de interesse.  

 

2. Extração de DNA genômico de Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 

 

 Foi utilizado o protocolo segundo (MARMUR, J. 1961) dobrando a quantidade de 

RNase nas reações. Células da estirpe B. elkanii SEMIA 587 foram cultivadas em meio 

YMB (“Yeast-Manitol-Broth”) durante 72 h a 140rpm, em constante agitação orbital. A 

suspensão contendo bactérias foi centrifugada a 12000xg por 30 min a 4°C. O 

sedimento foi lavado com solução salina (0,85%) para remoção de resíduos de meio de 

cultivo. Em seguida foram adicionados 20 mg/ml de lisozima, 10 mg/ml de RNAse e 

SDS 20%, para lise da parede celular e da membrana plasmática e a degradação de 

RNA. Acetato de sódio 3M foi adicionado, seguido pela extração com a mistura de 24:1 

de clorofórmio e álcool isoamílico. A precipitação do DNA ocorreu adicionando-se 

posteriormente um volume de isopropanol à amostra. As amostras foram centrifugadas 

a 15.600xg por 30 min a 4°C, e em seguida lavadas com etanol 70%. O DNA obtido foi 

seco a temperatura ambiente e dissolvido em 100 µl de água ultra-pura. Após extração, 

o DNA foi quantificado em Nanodrop e analisado em gel de agarose 0,8%. Os estoques 

de DNA permaneceram a -20°C. 

 

3. Amplificação do DNA e purificação do produto de PCR  

 

 A reação de PCR qualitativo foi realizada utilizando-se 20 ng/µl de DNA 

genômico de B. elkanii em uma reação contendo: 2 mM de MgCl2; 200 µM de dNTPs; 

1U da enzima Taq polimerase; 2µl de tampão de reação [10x]; 5pmol de cada 

oligonucleotídeo iniciador fD1 e rD1, contendo a seqüência de bases conforme descrito 

por (WEISBURG et al. 1991): 5’-ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ e 

5’-cccgggatccaagcTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3’, para fD1 e rD1 respectivamente. As 

condições da PCR consistiram de: 1) 94°C por 5 min; 2) 35 ciclos de 94°C por 30 s 
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(desnaturação das fitas de DNA), 56°C por 40 s (pareamento) e 72°C por 90 s 

(extensão); 3) 72°C por 5 min. A reação foi conduzida em um termociclador, e ao 

término as amostras foram analisadas em gel de agarose 1%.  

 A purificação do produto amplificado foi realizada para eliminar possíveis restos 

de reação que poderiam interferir no posterior seqüenciamento. O produto foi purificado 

utilizando-se o Kit GFX (GE Healthcare), seguindo as recomendações do fornecedor, e 

ressuspendidos em 20 µl de água ultra-pura.  

 

4. Reação de ligação  

 

 O produto de PCR purificado foi utilizado para a reação de ligação utilizando-se o 

vetor pGEM–T Easy (Promega), o qual apresenta gene de resistência a ampicilina 

(Amp), origem de replicação (ori), região lacZ (permite seleção de recombinantes) e é 

preparado para posterior digestão com EcoRI (Figura 07). A reação de ligação foi 

realizada utilizando os parâmetros [1:1] para inserto:vetor (50 ng/µl); 5 µl de tampão de 

reação [10x] e 1 µl de T4 ligase (3 U/µl). A reação foi mantida a 4°C em termociclador, 

por 16 h.  

 

 

Figura 07: Ilustração do vetor pGEM–T Easy (Promega).  
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5. Transformação em célula competente de Escherichia coli DH5α através 

de choque térmico.  

 

 O produto da ligação foi adicionado a um tubo estéril contendo 200 µl de célula 

competente (Escherichia coli DH5α). A mistura foi gentilmente homogeneizada e 

incubada em gelo por 15 min. As células foram aquecidas em banho a 42°C por 90 s, e 

imediatamente colocadas sobre o gelo por 2 min. Posteriormente foram adicionados 

800µl de meio SOC e incubou-se a reação a 37°C, em constante agitação de 220 rpm. 

As células foram cultivadas em placas de meio de cultura sólido LB (Luria-Bertani) 

contendo 50 mg/ml de ampicilina, 100 µl/placa de IPTG (isopropil-tio-β-D-

galactopiranosídeo) 100 mM e 100 µl/placa de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-α-D-

galactosídeo / 40 mg/ml em dimetil-formamida). As placas foram incubadas a 37°C 

durante 16 h.  

 Após incubação, as colônias brancas foram selecionadas fenotipicamente entre 

as azuis e os clones transformados foram repicados em tubo estéril contendo meio de 

cultura líquido LB, mantidos em constante agitação orbital de 220rpm a 37°C durante  

22 h. Após o tempo de incubação, uma alíquota de cada clone foi transferida a tubos 

contendo glicerol 40%, imediatamente congelados com nitrogênio líquido e estocados a 

-80°C. As células restantes foram centrifugadas a 15.600xg por 15 min a 4°C, lavadas 

com solução salina (0,85%) e novamente centrifugadas, como descrito anteriormente, 

para proceder-se a extração de DNA.  

 

6. Extração de DNA plasmidial 

 

 As células sedimentadas foram ressuspendidas em 100 µl de solução GET 

gelada (50 mM glicose; 23 mM Tris-HCl – pH 8,0; 10 mM EDTA) contendo RNase (10 

mg/ml) para degradação de RNA. Em seguida foram adicionados 200 µl de solução de 

lise celular preparada no momento da extração (0,2 N NaOH / 1% SDS). Após suave 

agitação, adicionou-se 150 µl de KOAc 3M para precipitação do DNA plasmidial e em 
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seguida as amostras foram mantidas em gelo por 5 min. As amostras foram 

centrifugadas a 15.600xg, por 5 min a 4°C, e posteriormente, o sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo. O DNA plasmidial foi precipitado com 1 volume de 

isopropanol misturado por inversão dos tubos. As amostras permaneceram em 

temperatura ambiente após centrifugação por 2 min, e em seguida procedeu-se uma 

nova centrifugação como já descrito. O sobrenadante foi descartado e 1 ml de etanol 

70% gelado foi adicionado para lavar o DNA de possíveis resíduos de soluções 

anteriores. Após este procedimento, o DNA plasmidial foi seco a temperatura ambiente 

por 10 min e, em seguida, ressuspendido em 30 µl de água ultra-pura e estocado a -

20°C. As amostras foram analisadas em gel de agarose 0,8%.  

 

7. Análise de restrição dos clones obtidos  

 

 A confirmação da clonagem foi realizada numa reação de restrição dos 

plasmídeos isolados utilizando-se a enzima EcoRI (BioLabs) para liberação do inserto. 

A reação continha: 180 ng do DNA plasmidial; 14 U da enzima EcoRI ( 1U é a 

quantidade suficiente para digerir 1 µg de DNA em 1 h nas condições de temperatura e 

tampão específicos); 2 µl do tampão de reação [10x] (BioLabs), com um volume final de 

15 µl de reação. A reação foi conduzida a 37°C por 3 h e analisada em gel de agarose 

1%. 

 

8. Reação de PCR e sequenciamento do inserto 16S rDNA 

 

 As reações de seqüenciamento foram realizadas utilizando os oligonucleotídeos 

iniciadores específicos para o inserto 16S rDNA (fD1 e rD1) e  os específicos para a 

região flanqueadora do inserto, oligonucleotídeos T7 e SP6 “forward” e “reverse”, nas 

condições apropriadas para um. Para os oligonucleotídeos fD1 e rD1 a reação continha: 

5 pmol de fD1 ou rD1; 90 ng ou 60 ng do produto clonado (duas reações); 1 µl de 

DYEnamic (reagente terminador fluorescente para sequenciamento) e tampão de 

reação. A reação com os oligonucleotídeos iniciadores T7/SP6 continha: 5 pmol de 
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cada oligonucleotídeo; 0,5 µl de DYEnamic; 90 ng do produto clonado e tampão da 

reação. As reações totalizaram um volume de 10 µl cada e conduzidas em 

termocicladores seguindo os ciclos de cada reação separadamente. A reação para fD1 

e rD1 contou com 35 ciclos consistindo de 95°C por 20 s (desnaturação); 56°C por 30 s 

(pareamento) e 60°C por 2 min (extensão). A reação com os T7/SP6 contou com 40 

ciclos consistindo de 95°C por 20 s; (desnaturação); 50°C por 15 s (pareamento) e 60°C 

por 2 min (extensão). Após amplificação, as amostras foram precipitadas com 80 µl de 

isopropanol 75% e lavadas com 180 µl de etanol 70%. O produto foi seco em 

temperatura ambiente durante 1 h. Em seguida adicionou-se 9 µl de Hi-Di-Formamida 

para desnaturação das fitas de DNA a 95°C por 5 min, e imediatamente as mesmas 

foram mantidas no gelo por 5 min. O seqüenciamento automático foi realizado em um 

aparelho 3700 DNA Analyser ABI Prism (Applied Biosystems).   

 

9. Análise do seqüenciamento 

 

 Os dados do eletroferograma gerado pelo seqüenciador foram analisados pelo 

programa PhredPhrap (EWING et al. 1998; EWING & GREEN, 1998) e Consed 

(GORDON et al. 1998). Os mesmos geram seqüências FASTA, que possibilitam seu 

alinhamento. As seqüências FASTA submetidas foram comparadas através da 

ferramenta BLASTN com o banco de nucleotídeos depositados no “Rhizobase” – “The 

Genome Database for Rhizobia”. 

 

10. Oligonucleotídeos iniciadores para a qaPCR 

 

 Os oligonucleotídeos iniciadores para a qaPCR foram desenhados pelo 

alinhamento das seqüências de 16S rDNA presentes do banco de dados “Rhizobase” 

com o programa Clustalx. Parte da região consenso entre os bradirrizóbios foi 

selecionada e submetida ao programa “Primer Express software”, versão 2.0 (Applied 

Biosystems Foster City, EUA). Os oligonucleotídeos foram sintetizados pela “Bioneer 

Oligo Synthesis”. A seqüência foi a seguinte: 1) RT16SrRNA-F: 5’-
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TTAGCCGTCGGGCAGTTTAC-3’; e 2) RT16SrRNA-R: 5’-

CCCAGGCGGAATGTTTAATG-3’, o que amplifica a região 16S rDNA no DNA 

genômico bacteriano.  

 

11. PCR qualitativo para validar o RT-16S rDNA usado na qaPCR 

 

 Foi realizada uma PCR qualitativa para validar o par de oligonucleotídeos 

iniciadores 16S rDNA antes de usar nas reações de PCR em tempo real. Foram 

utilizados diferentes concentrações de DNA genômico de B. elkanii SEMIA 587, a 

saber: 20, 10 e 5 ng; 200 µM de cada dNTP; 2,5 µl de tampão de reação [10x] 

(Fermentas); 1,5 mM de MgCl2; 0,5 U da enzima Taq polimerase (produzida no LBMP – 

Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e Plantas) e 0,2 uM ou 0,4 uM dos 

oligonucleotídeos. As reações foram realizadas em réplicas. As amostras 

permaneceram em termociclador utilizando o programa: 1) 94°C por 5 min; 2) 35 ciclos 

de 94°C por 30 s, 56°C por 40 s e 72°C por 90 s; 3) 72°C por 5 min. Para as reações 

utilizando-se DNA plasmidial como molde, as quantidades do mesmo foi de 10 e 5 ng, 

mantendo-se as demais condições da reação. Ao término de cada reação, as amostras 

foram analisadas em gel de agarose 2%.  

 

12. Ensaio de validação do “primer” RT16SrDNA por PCR quantitativo em 

tempo real 

 

 A análise dos oligonucleotídeos iniciadores foi realizada por amplificação em 

PCR em tempo real nas seguintes concentrações: 100, 200, 400, 600 e 800 nM.  A 

reação de PCR para validar o RT-16S rDNA foi também analisada em gel de agarose 

2%. As amostras amplificaram com sucesso a região 16S rDNA. A concentração de 

DNA plasmidial pGEM16SrDNA molde, variou entre 501,3 ng/µl à 0,23 ng/µl, e as 

condições de amplificação ocorreram conforme o aparelho ABI 7500 (Applied 

Biosystems).  
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13. Curva de dissociação  

 

 A especificidade do oligonucleotídeo iniciador é especialmente importante 

quando a PCR em tempo real está associada com SYBR Green I. Este corante 

intercalador não é específico e detecta todos os fragmentos de DNA dupla fita como 

dímeros de oligonucleotídeos ou produto de amplificação de DNA não específico a 

partir de outras linhagens. Dissociações são geradas no fim da qaPCR por aumento 

progressivo da temperatura na reação, calculando a proporção de emissão da 

fluorescência do repórter, obtendo o nível de especificidade do oligonucleotídeo 

indiretamente através da desnaturação do amplicon gerado.  

 

14. Estabelecimento da curva padrão para quantificação absoluta por PCR 

em tempo real 

 

 A curva padrão foi gerada pela amplificação do gene 16S rDNA a partir do inserto 

pGEM16SrDNA nas diluições seriadas com fator de [1:3], como ilustra a tabela 01. As 

diluições seriadas de [1:3] partiram da quantificação inicial do pGEM16SrDNA pelo 

Nanodrop. Com base na quantificação inicial foram estabelecidos valores dos títulos de 

cada diluição e suas respectivas concentrações em ng/µl, valores posteriormente 

inseridos na planilha do “Sequence Detection Software” (SDS) do ABI 7500 (Applied 

Biosystems) para obtenção da curva padrão. Os dados gerados pela curva padrão 

forneceram uma reta padrão através de regressão linear, integrando os valores de Ct 

(“Cycle threshold”) no eixo das ordenadas e o logarítimo da concentração de DNA no 

eixo das abcissas. A fórmula da regressão linear desta reta-padrão (y=mx + b) serve 

como base para os cálculos posteriores na determinação de amostras desconhecidas.    
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Tabela 01: Diluição seriada do DNA plasmidial pGEM16SrDNA587 e seus valores de 
título e concentração submetidas à reação qaPCR para confecção da curva-padrão.  

Nome Fator Título

P1 3x 1
P2 3x 0,33
P3 3x 0,11
P4 3x 0,037
P5 3x 0,0123
P6 3x 0,0041
P7 3x 0,00137
P8 3x 0,00045710 µl P7 0,69 ng/ul + 20 µl água 0,23 ng/µl

10 µl P5 6,19 ng/ul+ 20 µl água 2,06 ng/µl
10 µl P6 2,06 ng/ul + 20 µl água 0,69 ng/µl

10 µl P3 55,7 ng/ul+ 20 µl água 18,56 ng/µl
10 µl P4 18,56 ng/ul + 20 µl água 6,19 ng/µl

10 µl P1 501,3 ng/ul+ 20 µl água 167,1 ng/µl
10 µl P2 167,1 ng/ul + 20 µl água 55,7 ng/µl

pGEM16SrDNA587
Diluição Concentração 

36 µl pDNA 557 ng/ul+4 µl água 501,3 ng/µl

 

 

15. qaPCR do 16S rRNA presente no DNA genômico da amostra de 

referência para correlação com o número de células/ml determinado por 

UFC 

 

 Para determinação de amostras desconhecidas em quantificação absoluta, é 

preciso uma amostra previamente quantificada para relacioná-la às amostras 

desconhecidas. Uma amostra de B. japonicum foi submetida à análise de qaPCR e 

nomeada de amostra referência. Para produzir a referência, B. japonicum esteve 

inicialmente cultivada em frasco de erlenmeyer de 500 ml com 150 ml de meio de 

cultura líquido YML autoclavado. O frasco com meio YML inoculado foi mantido em 

constante agitação a 140 rpm em agitador orbital onde a temperatura permaneceu à 

28°C durante 48 h. Medidas de pH, densidade óptica e turbidez foram tomadas. Este 

primeiro cultivo consistiu no pré-inóculo.   

O meio de cultura líquido YML foi preparado e colocado em frasco de erlenmeyer 

de 1L com um volume exato de 135 ml, autoclavado e resfriado em temperatura 

ambiente Em seguida 15 ml do pré-inóculo foi adicionado ao meio fresco. O inóculo 

com 150 ml foi mantido em constante agitação a 140 rpm em agitador orbital onde a 

temperatura permaneceu em 28°C durante 48 h. Foi retirado desta cultura 1 ml para 

diluição seriada, e 30 ml para extração de DNA. Posterior ao seu cultivo, análises 
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bioquímicas, microbiológicas e determinação de número de células/ml por UFC foram 

realizadas. As células para extração de DNA foram lavadas com solução salina 0,85%, 

sedimentadas e congeladas à -20°C. A quantificação da amostra de DNA da referência 

foi realizada em Nanodrop e em seguida submetida à quantificação absoluta em tempo 

real.  

 

16. Quantificação absoluta das amostras desconhecidas  

 

 As amostras desconhecidas foram submetidas à extração de DNA genômico 

conforme descrito e posteriormente, foram conduzidas a qaPCR. As amplificações 

foram realizadas, em termociclador para PCR em tempo real (Applied Biosystems, 7500 

Real Time PCR System), em triplicata para cada uma das amostras, utilizando-se    

12,5 µl de Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, EUA). A amplificação 

foi realizada iniciando-se com uma incubação a 50°C por 2 min, seguida de 

desnaturação a 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 62°C por 60 s. Para 

verificação interna da reação foi utilizado um controle negativo, no qual não foi 

adicionado DNA. Os resultados das amplificações das amostras (valores dos Cts) pela 

qaPCR foram analisadas no “Sequence Detection Software” (Applied Biosystems, 

Foster City, EUA). 

 

17. Análise dos dados 

 

Os resultados das amplificações das amostras (valores dos Cts) pela qaPCR 

foram analisados no “Sequence Detection Software” (SDS) (Applied Biosystems, Foster 

City, EUA). Os pontos dos Cts gerados na PCR das amostras desconhecidas foram 

relacionados com os Cts da curva padrão, calculados por meio da equação de 

regressão linear da reta. Os valores das amostras foram calculados seguindo as 

recomendações da Applied Biosystems e LIVAK & SCHMITTGE, 2001. A determinação 

das quantidades de 16S rDNA (ng/µl) nas amostras desconhecidas foi obtida pela 
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equação da curva padrão: y=mx+b, onde “y” corresponde ao Ct ; “m” representa a 

inclinação da curva e “b” corresponde ao ponto de intercessão dos eixos da curva.  

Baseado no estabelecimento da curva padrão pelo pGEM16SrDNA por qaPCR e 

das análises microbiológicas de qaPCR da amostra de referência, foram determinados 

3 parâmetros: 

a) nanogramas de 16S rDNA em relação ao número de células/ml ; 

b) concentração ou rendimento de 16S rRNA no volume (ml) da amostra inicial; 

c) porcentagem de 16S rRNA presente no DNA total genômico.  

De acordo com os parâmetros estabelecidos foi realizada a análise comparativa com as 

amostras de interesse.  

O diagrama das etapas do experimento está ilustrado na figura 10.  

  

Parte II- Aplicação da técnica de enumeração celular por qaPCR em análises 

fisiológicas 

 

1. Inoculantes 

 

Para o teste de eficiência de nodulação foram utilizados diferentes amostras da 

formulação líquida que compõem inoculantes comerciais para soja (BioRhizo Soja), 

contendo células bacterianas das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5079 e armazenados 

nos diferentes períodos nas condições apropriadas para comercialização (Figura 08). 

Para os estudos de associação simbiótica, foram utilizados sementes de soja cultivar M-

SOY 8000RR, inoculada segundo recomendação do fabricante com inoculantes de 1, 2 

e 4 anos a partir da data de fabricação. Um volume de 1 ml de cada inoculante foi 

retirado para posterior extração de DNA.  
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Figura 08: Inoculantes Comerciais para soja em diferentes períodos de armazenamento 
(BioRhizo Soja).  
 

 

2. Ensaio de resistência à dessecação 

 

Sementes de soja (G. max) foram inoculadas com formulação comercial líquida 

para soja sob diferentes tratamentos e em diferentes períodos de armazenamento. Foi 

adicionado ciclohexamida à mistura do inoculante junto às sementes. A ciclohexamida 

foi relatada pela primeira vez em 1946 por WHIFFEN, BOHONAS e EMERSON, sendo 

isolada de Streptomyces griseus. Nos eucariontes, o antibiótico ciclohexamida inibe a 

síntese de proteínas no citoplasma, e nos procariontes a síntese protéica é inibida por 

cloranfenicol e não pela ciclohexamida. As atividades da ciclohexamida estão 

relacionadas com seu alto poder de inibição da síntese de proteínas por impedir a 

liberação do t-RNA desacilado do sítio peptidil (P) do ribossomo dos eucariotos. 

Segundo STRYER (1998), a ciclohexamida inibe a síntese de proteínas, pois inibe a 

atividade da pepitil-transferase da subunidade 60S do ribossomo. A ciclohexamida não 

interfere em aspecto algum nas atividades normais de procariotos.  

 O ensaio de dessecação foi realizado conforme descrito por REVELLIN et al. 

(1993), adaptado para inoculante líquido.   

1 ano 2 anos 4 anos 
meio puro sem 

inoculação 
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 Células de bradirrizóbios presentes nos inoculantes biológicos foram submetidas 

a diferentes períodos de dessecação sobre sementes de soja inoculadas conforme 

recomendado pelo fabricante na presença de ciclohexamida (1 mg/ml). Foi utilizado o 

inoculante comercial BioRhizo Soja com diferentes idades, a partir da data de 

fabricação, a saber 1, 2 e 4 anos. O ensaio de dessecação avaliou a aderência e 

sobrevivência das células quando incubadas sobre as sementes de soja por diferentes 

tempos. A observação das células viáveis se deu pela visualização de unidades 

formadoras de colônias em placas contendo meio “Yeast-Mannitol-Agar” (YMA). O 

plantio foi realizado em casa de vegetação com seis repetições (Figura 09). 

 Foram utilizados 50 g de sementes de soja misturadas à 300 µl de inoculante, 

200 µl de ciclohexamida e 1500 µl de água estéril, em um recipiente de vidro, e em 

seguida homogeneizados. As sementes foram distribuídas em 4 recipientes de vidro 

estéreis (50 sementes cada) de 125 ml incubados em temperatura ambiente por 0, 4, 24 

e 48 h. Para cada período de dessecação, 18 sementes foram retiradas para o estudo 

de nodulação em casa de vegetação (3 sementes por tubete). O cultivo das plantas de 

soja foi realizado em tubetes preenchidos com vermiculita autoclavada, com 6 

repetições para cada tratamento, onde permaneceram 28 dias após plantio e 

inoculação. O ensaio de dessecação foi realizado com a ressuspensão das células sob 

50 sementes.  As sementes foram ressuspendidas em 2 ml de água estéril e procedeu-

se a diluição seriada para posterior plaqueamento e contagem de células. 
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Figura 09: Plantio e cultivo de sementes de soja oriundas dos ensaios de resistência a 
dessecação.  

 

 

3. Enumeração de células das amostras submetidas ao ensaio de dessecação 

pelo método de plaqueamento 

 

 Foram utilizados amostras da ressuspensão de células referente a cada período 

de dessecação sobre sementes de soja. Para contagem do número de células/ml nas 

amostras, foi determinado a UFC, através do processo de diluição seriada, onde foram 

retirados 100 µl de cada amostra e adicionados a um microtubo estéril contendo 900 µl 

de água pura. A suspensão foi homogeneizada através de 05 pipetagens sucessivas 

originando uma solução 10-1. Posteriormente, foram retirados 100 µl da solução 10-1 e 

misturados com 900 µl de água estéril, seguindo o procedimento descrito anteriormente 

originando a diluição 10-2. O processo de diluição foi realizado sucessivamente até a 

obtenção da diluição 10-4. Alíquotas de 100 µl das diluições 10-2, 10-3 e 10-4 foram 

distribuídas em placas de Petri contendo meio YMA (VICENT, 1970). Este 

procedimento foi realizado em triplicata. Após a inoculação, as placas foram mantidas 

invertidas em B.O.D. a 28°C durante 10 dias, quando foi realizada a contagem das UFC 

para o cálculo do número de células/ml, o qual foi determinado através da fórmula: n° 

células/ml = n° de UFC x fator de diluição x 10. 

0h 

4hs 

24hs 

48hs 
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 O volume restante de cada amostra de células ressuspendidas, a partir das 

sementes de soja, foi sedimentado e lavado com solução salina (0,85%) para posterior 

extração de DNA.  

 

4. Massa dos nódulos e isolamento de bacterióides  

 

Inoculante líquido comercial para soja contendo as SEMIAs 587 e 5079, com 

data de validade de 24 meses, foi utilizado para inoculação em sementes de soja. O 

inoculante foi misturado à semente seguindo instruções do fabricante (100 – 300 ml/50 

Kg sementes). Em seguida, as sementes foram plantadas em tubetes com substrato 

vermiculita previamente autoclavado. Em cada tubete foram plantadas 03 sementes 

com a mistura do inoculante, aguadas sempre com água destilada 03 vezes por 

semana, sem reinoculação durante 35 dias e o desbaste foi efetuado quando 

observamos necessidade, permanecendo assim, uma única planta por tubete. Dado o 

tempo de 35 dap (dias após plantio) as plantas foram colhidas da casa de vegetação.  

O peso fresco dos nódulos produzidos foi determinado em balança analítica, e 

em seguida desinfestados. Os nódulos foram separados de forma a se ter apenas 01 

único nódulo por tubo de 1,5 ml. Após a desinfestação dos nódulos, foram adicionados 

a cada amostra 50 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP – elimina compostos fenólicos 

liberados pela planta) e 01 ml de solução salina (0,85%) para maceração dos nódulos 

com auxílio de bastão de vidro estéril para extração e isolamento de bacterióides 

contidos em um nódulo. Posteriormente as amostras das células de bacterióide foram 

sedimentadas e congeladas em -20°C para extração de DNA.  

 

5. Extração de DNA das amostras desconhecidas e qaPCR 
 
 
 As amostras selecionadas conforme descrito nos itens 1, 3 e 4 foram submetidas 

à extração de DNA genômico, a partir dos volumes determinados de cada amostra, 

modificado a partir de MARMUR, J. (1961). O DNA resultante foi conduzido a análise 
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por qaPCR para dosagem do 16S rRNA, em cada amostra desconhecida. As reações 

de qaPCR foram realizadas em triplicata. 

 

 

 

Figura 10: Diagrama ilustrando as etapas do experimento.  
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Parte I – Preparação do plasmídeo pGEM16SrDNA587 

 

1. Análise da amostra de DNA genômico e do produto 16S rDNA 

 

 O perfil eletroforético em gel 0,8% de agarose do DNA genômico de B. elkanii 

SEMIA587 está na figura 11A. O DNA genômico não apresentou contaminação por 

RNA e mostrou-se íntegro, após o processo de extração.  

 A amplificação da região do 16S rDNA foi realizada com uma solução de DNA 

genômico na concentração de 20 ng/µl. O produto da PCR obtido foi uma banda única 

de 1,5 Kb não apresentando restos de reação como dímeros e fragmentos inespecíficos 

(Figura 11B).  

 

 

Figura 11: Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% da amostra de DNA genômico 
Be587 (A) e do produto 16S rDNA amplificado por PCR (B).  
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2. Clonagem do 16S rDNA em vetor plasmidial 

 

 Após purificação do produto de PCR, foi realizado uma ligação em vetor pGEM-T 

Easy (Promega) e o produto ligado ao vetor foi inserido em célula competente de E. coli 

DH5α. A transformação resultou em 05 clones, que foram coletados e estocados em 

glicerol 40% a -80°C. Uma alíquota dos clones foi utilizada para extração de DNA 

plasmidial. A qualidade do DNA plasmidial foi analisada em gel de agarose 0,8%. A 

extração plasmidial obteve êxito, sem contaminação de DNA genômico e/ou restos de 

reação.  

Posteriormente, o DNA plasmidial foi utilizado em uma reação de restrição, 

utilizando a enzima EcoRI (Biolabs). Esta enzima permite a liberação do inserto, cuja 

presença ou ausência foi verificada através da visualização em gel de agarose 1%. Dos 

05 clones iniciais, os clones 02 e 03 ilustrados na figura 12 foram selecionados para 

seqüenciamento, devido à presença do fragmento de 1,5 Kb e do vetor pGEM-T Easy 

(3015pb), confirmado assim êxito na ligação realizada anteriormente entre DNA e vetor 

de ligação (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Perfil eletroforético da restrição dos clones 02 e 03 em gel de agarose 0,8%.  
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3. Sequenciamento automático e análise dos clones obtidos  

 

 A reação de PCR de seqüenciamento foi realizada com os oligonucleotídeos 

iniciadores do vetor (T7 e SP6) e do gene 16S rRNA (fD1 e rD1). Por meio do programa 

BLASTN, que permitiu a comparação com sequências de nucleotídeos já depositadas 

no banco de dados, foi constatado que a sequência obtida possui 97% de identidade 

com Bradyrhizobium sp (Figura 13 B). 

 Os dados obtidos confirmaram o gênero da bactéria em estudo, uma vez que o 

DNA molde foi originado de B. elkanii (Figura 13 A). O plasmídeo contendo o gene 16S 

rDNA clonado foi denominado pGEM16SrDNA587. A obtenção deste plasmídeo 

permitiu segurança de se conduzir a curva padrão de qaPCR com uma amostra de DNA 

molde contendo apenas uma cópia do gene alvo por replicon.  

A análise de alinhamento entre a sequencia consenso do 16SrDNA dos diferentes 

rizóbios, com o fragmento deste gene clonado em vetor pGEM-T Easy 

(pGEM16SrDNA587) e o amplicon gerado por qaPCR é mostrada na figura 13 C. Este 

resultado mostrou similaridade entres estas sequencias e comprova que os 

oligonucleotídeos iniciadores desenhados para qaPCR alinham com o fragmento 

16SrDNA clonado, o qual foi utilizado para confecção da curva padrão.  
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Figura 13: (A) Resultado do seqüenciando do 16S rDNA pelo Rhizobase. (B) 97% de 
similaridade com Bradyrhizobium sp. (C) Alinhamento das seqüências consenso e do 
gene RT16SrDNA  pelo programa Clustralx.  
 

>gi|146189981|emb|CU234118.1| Bradyrhizobium sp. 

ORS278,complete sequence 
          Length = 7456587 
 Score = 1552 its (783), Expect = 0.0 
 Identities = 873/899 (97%), Gaps = 3/899 (0%) 

A 

B 

C 
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Parte II – Quantificação absoluta por PCR em tempo real (qaPCR) 

 

1. Confecção da Curva Padrão através de pGEM16SrDNA587 

 

O método qaPCR permite a determinação da quantidade absoluta de uma 

seqüência alvo de ácido nucléico de uma amostra desconhecida. Para a determinação 

de quantidades das amostras desconhecidas é preciso confeccionar uma curva padrão 

com quantidades pré-estabelecidas. Os valores fornecidos pela qaPCR das amostras 

desconhecidas são comparadas  aos valores da curva padrão determinando a 

quantidade das mesmas com base na equação da curva. Plasmídeos são comumente 

utilizados para preparar um padrão absoluto. Neste trabalho, pGEM16SrDNA587 teve 

sua concentração determinada por outra ferramenta quantitativa, através da leitura em 

Nanodrop ND-1000. Posteriormente, foram realizadas diluições seriadas obtendo 

valores de todas as concentrações e títulos como fatores de diluição, resultando ao 

final, uma correspondência entre estes valores e um valor de Ct (“Cicle Threshold”) do 

início da amplificação na fase exponencial.  

 LIVAK e SCHIMITTEGEN (2001) afirmam que a quantificação absoluta 

determina o número de cópias de um alvo de interesse relacionando o sinal emitido 

pela PCR com os dados fornecidos pela curva padrão. Para GIULIETTI et al. (2001) os 

padrões são derivados de DNA plasmidial purificados, RNA transcrito in vitro ou ssDNA 

sintetizado in vitro. Os métodos correntes na produção padrão para a quantificação 

absoluta em tempo real podem ser tecnicamente tediosos (GIULIETTI et al. 2001), 

envolvendo clonagem molecular da seqüência alvo em sistema de vetor específico e 

amplificação em E. coli. Outrossim, pode-se dizer que a elaboração de curvas padrão 

para qaPCR é laboriosa e dispendiosa, mas, nunca tediosa. 

 LEONG et al. (2007) desenvolveram um estudo introduzindo outro método de 

quantificação absoluta para quantificar cópias de mRNA usando técnicas de PCR em 

tempo real que não envolvem etapas de clonagem molecular para obtenção de um 

padrão. Este método foi realizado utilizando fita dupla de DNA purificado após PCR 

convencional, contendo a seqüência do gene alvo. O mRNA do controle positivo foi 
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transcrito em cDNA e desenhados oligonucleotídeos iniciadores apropriados à região de 

interesse. A seqüência alvo foi amplificada pelo método de PCR convencional. O 

produto da reação de PCR foi confirmado em gel de agarose e a banda de interesse foi 

isolada do gel, submetida ao sequenciamento confirmando a seqüência alvo. Os 

produtos de dsDNA foram quantificados e diluídos através de diluição seriada para a 

produção da curva padrão. Os autores concluíram que a quantificação absoluta com 

PCR em tempo real resultou em melhor segurança do que a metodologia de PCR 

qualitativo. Por este método, não houve a necessidade de incorporar etapas de 

clonagem molecular no protocolo para quantificar a expressão gênica por qaPCR por 

estes pesquisadores. 

 Contudo, utilizando qaPCR a partir da clonagem molecular do alvo em 

plasmídeo, WHELAN et al. (2003) obtiveram um bom coeficiente de  correlação (R2 = 

0.9956), e detectaram entre 8 e 1,6 x 107 moléculas de DNA plasmidial. LEONG et al. 

(2007) obtiveram R2= 0.9964, sem a realização de etapas de clonagem molecular para 

a construção de uma curva padrão, mostrando assim que a clonagem do alvo em 

plasmídeo é em muitos casos desnecessário.  

YUN et al. (2006) utilizaram DNA genômico (gDNA) de amostras de tecido de 

camundongos para a confecção da curva padrão em PCR quantitativo, para validar a 

expressão de RNAm de genes identificados em microarranjos e determinar cópias de 

genes em células de camundongos transgênicos. Consideraram essencial confeccionar 

oligonucleotídeos altamente específicos para a seqüência alvo de interesse, isenta de 

introns, no caso de eucariotos. A curva padrão gerada apresentou R2 = 0.999 e 

inclinação de -3.329. Desde que todas as seqüências de genes para uma dada espécie 

sejam representativos, gDNA serviu como um padrão universal para a quantificação 

absoluta de alguns genes expressos.  

Enquanto gDNA têm a vantagem de representar uma fonte para inúmeros  genes 

alvo, também contêm um excesso de seqüências não-alvo. Em contraste, plasmídeos 

ou cDNA padrões contêm uma soma relativamente pequena de seqüências não-alvo. A 

eficiência da qaPCR é afetada pela complexidade de materiais nos quais o alvo é 

amplificado, tanto a quantidade como a composição de origem do DNA. A PCR em 
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tempo real é inibida em altas concentrações de gDNA. Nestas circunstâncias, os efeitos 

inibitórios podem ser superados pela fragmentação moderada do gDNA, a qual remove 

algumas de suas complexidades.  

Com base nos resultados de YUN et al. (2006) testou-se inicialmente neste 

trabalho, construir uma curva padrão utilizando gDNA da bactéria B. elkanii. Contudo, 

os resultados obtidos não foram satisfatórios, já que não houve uma correlação entre as 

diluições seriadas e o decréscimo nos níveis de detecção das seqüências alvo, 16S 

rDNA.  

 Neste trabalho, optamos pela clonagem molecular do gene 16Sr RNA de B. 

elkanii. Foi testado o método sem a clonagem molecular em plasmídeo, porém, ao 

clonar o gene os resultados apresentados foram melhores, uma vez que cada 

fragmento opera uma cópia.  

 TOLEDO et al. (2009) utilizaram o 16S rDNA para a caracterização de rizóbios 

indicados para a produção de inoculantes, por meio do sequenciamento parcial deste 

gene, e afirmaram que a caracterização de estirpes da coleção que considera genes 

conservados e simbióticos é essencial para comparar e identificar os rizóbios nativos do 

solo brasileiro. Essa classificação pode ser realizada com marcadores moleculares. O 

produto do gene 16Sr RNA é o principal componente da subunidade ribossômica menor 

dos procariotos (BROSIUS et al. 1978), constituída por moléculas de ácido ribonucléico 

e proteínas, a qual é parte da maquinaria celular responsável pela síntese protéica. 

Este gene está presente em todas as bactérias, apresentando características 

conservadas ao longo da evolução, e pode servir como indicador de como os 

microrganismos evoluíram (OLSEN & WOESE, 1993). Gene do RNA ribossomal, em 

particular o 16Sr RNA, são usados extensivamente para identificar estirpes de bactérias 

em amostras ambientais complexas (THERON e CLOETE, 2000; RUDI et al. 2000). 

Diversas técnicas baseadas no 16S rDNA para quantificar bactérias são 

utilizadas, como a PCR em tempo real com o detector SYBR Green I, que provê um 

método sensível e preciso (HEIN et al. 2001; STUBNER, 2002; NEWBY et al. 2003; 

MORILLO et al. 2003; DE MÉDICI et al. 2003). No presente trabalho, o DNA plasmidial 

pGEM16SrDNA587 foi utilizado para a construção da curva padrão para qaPCR. A 
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concentração do DNA plasmidial foi determinada através de espectrofotômetro 

Nanodrop ND-1000 e o valor fornecido foi de 557 ng/µl. O pGEM16SrDNA587 foi 

submetido a diluição seriada com fator de diluição [1:3], e a curva padrão (Figura 14) foi 

gerada pela amplificação de cada diluição, alcançando pontos de 167,1-0.69 ng/µl 

(Tabela 02). Valores de Ct foram determinados e plotados contra uma e com um 

coeficiente de regressão linear  (R2) 0.992498 e inclinação de -3.333453.  

 A molécula intercalante SYBR Green emitiu fluorescência repórter que foi 

determinada ao final de cada ciclo da PCR. O “cycle treshold” (Ct) é definido como o 

número do ciclo nos quais a reação inicia a sua fase exponencial de amplificação, 

cruzando o “threshold” (limiar) que é definido pela linha de início de sinais gerados. Em 

todas as reações foi utilizado o corante ROX como referência passiva, o qual normaliza 

a fluorescência presente no meio e a fluorescência do repórter. A eficiência da 

amplificação foi determinada pela fórmula:  

 

E = (10(-1/slope) -1) x 100% 

 

  A eficiência é, entretanto definida através da inclina da curva de -3.33, 

assumindo 100% de amplificação.  

A eficiência de amplificação alcançada nas reações qaPCR para a sequência 

alvo 16SrDNA587 clonada foi de 1,24 (E= 1,24), correspondendo a 124%. Segundo 

Pfaffl (2004), a eficiência da PCR deve ser de E= 100± 20%, correspondente a -3,6 < 

inclinação < -3,1. Assim, pode-se destacar duas propriedades importantes desta curva-

padrão que nos permitiu obter resultados com alta confiabilidade e precisão:  

Coeficiente de Eficiência da

Correlação Linear (R
2

) amplificação (E )

0,9924 1,2497
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Figura 14: Curva padrão obtida na qaPCR por diluição seriada de DNA plasmidial 
pGEM16SrDNA587. 
  

 

Tabela 02: Resultados obtidos nas réplicas das diluições por qaPCR para a curva 
padrão. 
 

Padrão Ct Desvio Padrão Título DNA (ng/µl) Tm
 P7 34,11± 0,258 0,258 1,37E-03 0,69 78,4
 P7 34,48± 0,258 0,258 1,37E-03 0,69 78
 P6 31,57± 0,235 0,235 4,10E-03 2,06 78,4
 P6 31,23± 0,235 0,235 4,10E-03 2,06 78,4
 P5 29,73± 0,028 0,028 1,23E-03 6,19 78
 P5 29,69± 0,028 0,028 1,23E-03 6,19 78,4
 P4 27,01± 0,143 0,143 3,70E-02 18,56 78
 P4 27,21± 0,143 0,143 3,70E-02 18,56 78
 P3 24,17± 0,617 0,617 1,11E-02 55,7 78
 P3 25,04± 0,617 0,617 1,11E-02 55,7 78
 P2 22,98± 0,574 0,574 3,33E-01 167,1 77,7
 P2 22,17± 0,574 0,574 3,33E-01 167,1 77,7
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 A fórmula da reta padrão determinada pelo cálculo de regressão linear para a 

curva padrão qaPCR é,   

y = mx + b 

 

 Na qual y representa o Ct, m é o valor da inclinação da curva, b é a intercessão 

dos eixos, e o valor de x determinará a concentração em escala logarítima da amostra 

de interesse. Os valores obtidos pela curva padrão gerada neste trabalho são 

representados pela equação da reta, a saber: 

 

y = -3.333453x + 29.124838 

 

A intercessão é o ponto onde o eixo do gráfico que define a concentração em 

valores logarítimos, cruza com um determinado Ct no ponto zero da escala logarítima 

(abscissa), o qual apresentou o valor de 29.124838. Valores dos dados dos gráficos de 

regressão foram exportados para a Microsoft Excel para uma análise somatória em 

termos de resultado, permitindo explorar e enriquecer os dados gerados pela qaPCR 

através de outros métodos de confecção de retas padrão, não limitando a análise 

somente ao software em questão. Foram geradas quatro curvas, duas delas pelo 

software SDS e as outras duas pelo Microsoft Excel (Figura 15 e 16). Todas 

apresentaram coeficiente de regressão linear (R2) ≥ 0.97, portanto qualquer das curvas 

padrão poderia ser usada para quantificar as amostras desconhecidas. Utilizamos a 

Curva Padrão ilustrada na figura 14.   
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Figura 15: Curvas padrão obtidas pela diluição seriada de DNA plasmidial com fator de 
diluição de [1:5] pelo software SDS (Applied Biosystems).   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Curvas padrão obtidas pelos dados da diluição seriada do DNA plasmidial 
de [1:5] em Microsoft Excel. 
 

 

2. Especificidade do par de oligonucleotídeos iniciadores RT16SrDNA 

utilizado na qaPCR através da Curva de Dissociação 

 

 A especificidade do par de oligonucleotídeos RT 16S rRNA foi analisada pela 

curva de dissociação gerada após reação de PCR em tempo real. O pico da curva 

ocorreu na temperatura de fusão de 78°C correspondendo a um único amplicon. A 

análise das curvas de dissociação após cada corrida de PCR em tempo real não 

revelaram outro pico, indicando que os oligonucleotídeos produziram apenas 1 
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fragmento de PCR (Figura 17). Também verificou-se qual a melhor concentração de 

oligonucleotídeo para o desenvolvimento da amplificação por qaPCR (Figura 18). Tendo 

em vista que em 800 nM de oligonucleotídeo obtivemos menores valores de Ct (30), 

otimizamos as reações posteriores com 1000 nM de cada par de oligonucleotídeo. 

Quanto menor o Ct maior a quantidade de DNA utilizada na reação antecedendo a fase 

exponencial na PCR.  

 

 

 

Figura 17: Curva de dissociação gerada para produto de PCR obtido com o par de 

oligonucleotídeos iniciadores RT16SrDNA. 
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Figura 18: (A) Otimização do oligonucleotídeo RT16SrDNA à 100 nM, 200 nM e       

400 nM. 

 

 

Figura 18: (B) Otimização do oligonucleotídeo RT16SrDNA à 400 nM, 600 nM e  

800 nM. 

 

 

3. Determinação do número de moléculas plasmidiais pGEM16SrDNA587  

 

 O gene 16S rRNA utilizado neste trabalho vem sendo aplicado extensivamente, 

como discutido anteriormente, em análise filogenéticas por possuir regiões conservadas 

e variáveis, além de ser comum a todas as bactérias. Entretanto, um fato tem que sido 

observado é que múltiplas cópias deste gene estão freqüentemente presentes em 
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determinadas bactérias. Estas cópias genômicas podem diferir em suas seqüências de 

DNA nas regiões distintas. 

 CASE et al. (2007) ao explicarem a existência de múltiplos operons do 16S rRNA 

levantaram a hipótese de que esta ocorrência permite um efeito multiplicador na 

tradução, permitindo que uma bactéria cresça rapidamente em resposta a mudanças 

ambientais, e a diferenciação funcional entre operons de rRNA tem permitido a 

expressão diferencial de operons do rRNA também em resposta à mudanças 

ambientais.  

 DELROISSE et al. (2008) realizaram quantificação de bactérias presentes no 

trato gastrointestinal de ratos pela técnica de PCR em tempo real. O método foi 

desenvolvido baseado no 16S rDNA para detectar e quantificar estas bactérias em 

amostra fecal. Os oligonucleotídeos iniciadores foram construídos com base nas 

regiões variáveis da seqüência do gene 16S rRNA para detectar alguns grupos de 

microrganismos predominantes no trato gastrointestinal dos ratos. Concluíram que a 

PCR em tempo real é a técnica mais sensível e precisa para quantificação extensiva de 

Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp. 

 Considerando estes fatores, além da determinação em ng/µl do DNA 

pGEM16SrDNA587 para as análises de amostras com concentrações desconhecidas, é 

importante ressaltar a necessidade de se conhecer o número de moléculas plasmidiais 

pGEM16SrDNA587 por microlitro de amostra. Uma vez que cada plasmídeo contém 

apenas um inserto, portanto, uma única cópia de 16S rDNA, efetuou-se a determinação 

do número de moléculas plasmidiais para pGEM16SrDNA587 nas amostras utilizadas 

para confecção da curva padrão. Para este propósito utilizou-se a seguinte fórmula: 

 

nº de cópias DNA = (x g/µl / [tamanho do plasmídeo em pb x 

660]) x 6,022 x 1023 
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x = concentração do DNA; 

Tamanho do plasmídeo pGEM16SrDNA587 = 3015 pb  pGEM T-easy + 1500 pb 

16SrDNA = 4515 pb. 

 

O número de moléculas ou cópias de pGEM16SrDNA587 nas diversas soluções 

está mostrado na tabela 03.  

 

Tabela 03: Determinação do número de moléculas de pGEM16SrDNA587 

Padrão N° de moléculas ou cópias de 
pGEM16SrDNA587 por microlitro

Fator de diluição 
calculado

P2 3,3748 x 1010 ---

P3 1,1256 x 1010 2,9982

P4 3,7386 x 109 3,0107

P5 1,2509 x 109 2,9887

P6 4,1629 x 108 3,0048

P7 1,3944 x 108 2,9854

 

 

4. Quantificação do 16S rDNA nas amostras desconhecidas 

 

A quantificação absoluta neste trabalho foi dada pela correlação direta entre 

ng/µl de DNA dos padrões determinados por qaPCR e os Cts das amostras 

desconhecidas. Esta correlação corresponde a fórmula da regressão linear da reta 

padrão (y = mx + b), na qual “x” representa a concentração de DNA que se quer 

calcular, enquanto “y” corresponde ao Ct determinado pela qaPCR.  

Valores de Ct contra o logarítimo da concentração padrão dá uma relação linear 

e permite determinar a concentração de DNA de B. elkanii e B. japonicum nas 

amostras. Para controle negativo, o molde foi substituído por água. A curva padrão nos 

permitiu, por meio da equação da reta, correlacionar os dados e calcular o número de 

células/ml nas condições analisadas em nosso trabalho.  
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 A unidade matemática resultante dos Cts das amostras desconhecidas quando 

calculadas pela regressão linear da curva padrão, é em concentração logarítima [log 

(CO)], necessitando de transpor os valores que nos permite obter unidade em ng/ul. O 

cálculo para este procedimento segue a fórmula:  

 

= 10^ [cell containg log input amount] 

 

 Este cálculo realizado no Microsoft Excel resultou na concentração em ng/ul das 

amostras desconhecidas. Obtendo valores de ng/ul, prosseguimos as análises para 

resultados em células/ml. Para determinar valores desconhecidos em quantificação 

absoluta foi é preciso relacionar valores de uma amostra conhecida, que nos forneçeu 

todos os resultados, como UFC, quantidade de DNA, volumes inicial e final 

corretamente obtidos. Com estes valores, o Ct desta amostra foi inserido na equação 

da reta, gerando resultados comparativos ao final dos cálculos com as amostras de 

interesse. 

 Com este propósito, o número de células/ml foi determinado para uma amostra 

de referência B. japonicum SEMIA5079 através de contagem de UFC. Esta amostra de 

referência foi submetida à extração de DNA genômico e teve seu 16S rDNA 

determinado por qaPCR (Figura 19) comparado aos valores obtidos na curva padrão 

confeccionada com pGEM16SrDNA587.  
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Figura 19: Gráfico de amplificação da qaPCR da amostra de referência.  
 
 
 

Os resultados obtidos estão na tabela 04.  

 

Tabela 04: Quantificação de 16S rDNA em B. japonicum. 

Referência Células/ml DNA total (ng/µl) 
Nanodrop

Ct 16S rDNA (ng/µl) 
qaPCR

n° cópias do 16S 
rDNA / µl

Células 1,14 x 1010 --- --- --- ---
gDNA --- 147,62 25,18 0,65553 1,32 x 108

 

 

 O valor correspondente ao Ct (25.18) foi submetido à fórmula da equação da reta 

e em seguida convertemos o valor dado, log (CO), resultando em 0,65553 ng/µl de 16S 

rDNA na amostra de referência. A quantidade de 16S rDNA na cultura é igual a 13,1106 

ng em 30 ml do volume inicial da cultura de referência utilizadas na extração de DNA.  

Em 1 ml de cultura têm 0,43702 ng de 16S rDNA. Relacionando os dados de 

PCR em tempo real e UFC para a amostra de referência obtivemos três conclusões 

importantes para o delineamento das análises das amostras desconhecidas:  
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(i) 30 ml de suspensão bacteriana continha 13,1106 ng de 16S rDNA;  

(ii) 1,14 x 1010 células têm 0,43702ng/ml de 16S rDNA pelo real-time;  

(iii) 2,96 x 10-4% de 16S rDNA que corresponde à 0,3% de DNA total na 

concentração fornecida pelo nanodrop.  

 Com base nestes 03 resultados qualquer amostra desconhecida pode ter seus 

valores de concentração, % de 16S rDNA e número de células definido.  

 

5. Análises qualitativa e quantitativa de inoculantes líquidos comerciais 

puros 

 

Os inoculantes utilizados neste trabalho consistem em células de B. elkanii e B. 

japonicum, mantidas em uma formulação nutritiva a base de aminoácidos, sulfato de 

magnésio, fosfato monopotássico, glicose, sacarose, água deionizada, polímero, extrato 

de levedura, cloreto de sódio e Fe-EDTA. A formulação líquida pura é chamada de 

caldo puro.  

 

5.1 pH dos inoculantes 

 

Os inoculantes utilizados no ensaio de dessecação (1, 2 e 4 anos) foram 

submetidos às análises de acidez, turbidez e densidade óptica, pois com o tempo 

podem sofrer alterações fisiológicas e bioquímicas no meio que os compõem. 

MAURICE et al. (2001), relatam que células envelhecidas apresentaram alterações em 

suas propriedades fisiológicas, com base na relação bioquímica de 

matéria/carbono/nitrogênio/proteínas. 

O pH dos inoculantes não variou significativamente (Figura 20), mantendo-se 

entre 6,70 e 7,09 (pequena alcalinização), podendo, porém ocorrer alteração no estado 

fisiológico das células.  

Rizóbios de crescimento lento tendem a alcalinizar o meio de cultura, enquanto 

os de crescimento rápido geralmente acidificam o meio. TAN & BROUGHTON (1981), 

sugerem que as mudanças de pH promovidas pelo rizóbio no meio de cultura são 
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devido a utilização preferencial de açúcares pelas estirpes de crescimento rápido 

seguida de excreção de ácidos orgânicos e de compostos de nitrogênio pelas estirpes 

de crescimento lento e conseqüente liberação de cátions. Ao contrário do esperado, as 

estirpes produtoras de ácido em meio de cultura não são mais tolerantes a acidez do 

solo NORRIS (1965), mas, seu crescimento rápido parece conferir certa vantagem 

competitiva na rizosfera devido à maior competição com outros microrganismos.  

Estirpes de crescimento rápido e lento de rizóbios têm muito pouco em comum, 

tanto fisiológica como bioquimicamente. Uma teoria propõe que estirpes de crescimento 

rápido, produtoras de ácido, co-evoluíram com as tribos mais avançadas de 

leguminosas adaptadas aos solos mais novos e alcalinos das regiões temperadas. 

Estas estirpes foram, inicialmente, descritas como mais evoluídas por causa de sua 

faixa simbiótica estreita e seu requerimento por pH alto do solo, disponibilidade de 

nutrientes e carbono. Esta teoria tem sido corroborada pela presença de intermediários 

evolucionários que possuem características comuns tanto as estirpes de crescimento 

lento quanto às de crescimento rápido (MARTINS et al. 1997).  

Bioquimicamente, rizóbios de crescimento lento e rápido diferem quanto ao 

metabolismo e excreção de vários compostos de carbono e nitrogênio. Rizóbios de 

crescimento rápido necessitam menos nitrogênio (tanto na forma NH4
+ ou de NO3

-) 

fósforo e potássio do que os organismos de crescimento lento. Em relação às fontes de 

nitrogênio, os organismos de crescimento lento metabolizam mais glutamato e α-

cetoglutarato do que os organismos de crescimento rápido, enquanto o manitol é 

utilizado do mesmo modo por ambos. Enquanto os rizóbios de crescimento rápido 

utilizam seletivamente açúcares, os organismos de crescimento lento preferem 

compostos nitrogenados. As taxas de crescimento são decorrentes da eficiência destes 

organismos na utilização da maioria dos substratos. 

MARTINS et al. (1997) isolando rizóbio capaz de nodular caupi, mostraram que a 

maioria das estirpes seguem tendência típica em relação a alteração do pH do meio, ou 

seja, as de crescimento rápido acidificam o meio enquanto as de crescimento lento 

alcalinizam. Em 1978, HALLIDAY já havia constatado que a produção de ácido ou base 

é conseqüência da fonte de carbono e não uma característica intrínseca do rizóbio, o 
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que sugere que o comportamento seja dependente do tipo de solo, quantidade e 

qualidade de nutrientes disponíveis. A preferência por uma fonte de carbono e/ou 

nitrogênio é uma particularidade dependente da estirpe. Rízóbios de crescimento lento 

apresentam uma maior variação dos padrões de utilização de carboidrato do que os de 

crescimento rápido. Bradirrizóbios utilizam hexoses (galactose, gluconato, glucose e 

manose). Contudo, entre os rizóbios de crescimento lento, existem exceções. Em 1990, 

PADMANABHAN et al. encontraram 7 isolados de Bradyrhizobium que, dependendo do 

carboidrato utilizado podem baixar o pH do meio. Dois isolados apresentaram este tipo 

de resposta com 5 diferentes carboidratos. Estes dados sugerem que estirpes de 

Bradyrhizobium spp. podem, dependendo das fontes de carbono e/ou nitrogênio, 

regular o pH do ambiente de acordo com os produtos excretados.  

As estirpes de bradirrizóbios presentes nos inoculantes comerciais para soja, 

utilizados neste trabalho, apresentaram certa alcalinização quando estocados por 

longos períodos em relação ao inoculante de 1 ano (Figura 20). Estes resultados 

confirmam que os rizóbios de crescimento lento presentes nestas amostras tendem a 

alcalinizar o meio utilizando compostos disponíveis e excretando cátions, o que confere 

aumento de pH conforme o tempo de armazenamento e disponibilidade de nutrientes.  

6,30

6,70

7,09

7,03

Meio sem inóculo

Inoculante 1 ano

Inoculante 2 anos

Inoculante 4 anos

 

Figura 20: pH dos inoculantes comerciais para soja  
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5.2 Medidas de unidades Klett dos inoculantes biológicos 

 

 Os inoculantes foram analisados quanto à turbidez através da leitura em um 

fotocolorímetro Klett-Summerson (KLETT MFG). As unidades Klett nos inoculantes de 2 

e 4 apresentaram um valor elevado em relação ao inoculante de 1 ano. Os inoculantes 

1, 2 e 4 anos apresentaram 131, 300 e 345 unidades Klett, respectivamente (Figura 21). 

O fato de o inoculante de 4 anos apresentar maior turbidez levanta a hipótese de que 

inoculantes armazenados ao longo dos anos podem apresentar EPS 

(exopolissacarídeo) em quantidades altas. Quanto mais antigo o inoculante maior 

concentração de EPS este possui.  

O inoculante 2 apresentou maior variação em relação ao inoculante de 1 ano, 

sugerindo que pode haver um número maior de células vivas, em VBNC, mortas, EPS, 

ou outros compostos no meio.  

Colônias de rizóbios produzem muco butírico e muco viscoso. Isolados de 

crescimento lento que promovem a fixação de nitrogênio em soja compreende estirpes 

de B. japonicum produtoras de muco butírico e de B. elkanii produtoras de muco 

viscoso. De modo geral, os isolados produtores de muco butírico são capazes de 

acumular taxas maiores de nitrogênio em soja. Na maior parte das estirpes a 

quantidade de muco produzida coincide com o tempo de crescimento MARTINS et al. 

(1997). Este fator sugere que conforme o tempo de permanência das estirpes 

bacterianas nos inoculantes, a produção de muco é acentuada por cada uma delas, 

aumentando com isso a turbidez do meio, observada nas amostras em diferentes 

períodos de armazenamento (Figura 21).  

 A produção de polissacarídeos pode agir como uma barreira protetora contra 

fatores bióticos e abióticos, possibilitando a sobrevivência e persistência das bactérias 

no solo. O muco produzido pelas bactérias apresenta como componentes principais, os 

carboidratos EPS e CPS (polissacarídeo capsular) que interferem na passagem de 

substâncias para dentro da célula bacteriana. A consistência do muco é obtida a partir 

de meio de cultura, onde o carbono e o nitrogênio não devem estar limitando o 

crescimento celular.  
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O EPS extracelular pode aumentar a tolerância à dessecação, conforme sugerido 

por DEAKER et al. (2004) quando estudaram fatores que afetam a sobrevivência de 

bradirrizóbios em culturas líquidas aplicadas sobre sementes de soja. A resistência à 

dessecação induz algumas células a desenvolverem estratégias de sobrevivência que 

alteram sua fisiologia, quando submetidas às condições de estresse induzidas ou 

naturais (ex. inoculantes antigos). O efeito desta alteração leva muitas vezes a 

produção excessiva de EPS extracelular. Neste trabalho, o aumento de turbidez 

observado nas formulações comerciais líquidas, vem de encontro com estudos já 

realizados sobre dessecação, confirmando a hipótese levantada.  
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Figura 21: Análise da turbidez dos inoculante.  

 

5.3. Número de células/ml de bradirrizóbios nos inoculantes 

 

A quantidade de células viáveis por mililitro de produto foi avaliada em placas de 

meio de cultivo YMA (Yeast-Manitol-Agar). A contagem de células foi realizada por meio 

de diluições seriadas de cada inoculante puro utilizado neste experimento, por meio de 

UFCs (Tabela 05).  
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Cada inoculante utilizado neste trabalho também foi submetido à PCR em tempo 

real, e seus resultados analisados conforme as fórmulas descritas anteriormente. Cada 

Ct foi submetido à equação de regressão linear da curva padrão e uma vez encontrado 

seu valor na escala logarítima, foi convertido em ng/µl de 16S rDNA. A partir dos dados 

da amostra de referência encontramos o número de células/ml dos inoculantes puros, 

conforme ilustrado na tabela 06. Apenas foi possível quantificar os inoculantes 1 e 4, 

ilustrado no gráfico de amplificação (Figura 22). 

O resultado do número de células/ml no inoculante 1 se apresentou nas devidas 

condições comerciais exigidas pelos órgãos fiscalizadores, embora seu prazo de 

validade tenha ultrapassado 6 meses. A segunda amostra apresentou alto número de 

células, ultrapassando a concentração mínima recomendado para comercialização do 

produto. Houve um pico na quantidade de células do inoculante 2, fato que foi 

relacionado com o número de nódulos no ensaio de dessecação. Uma das estratégias 

de sobrevivência das células provavelmente é aumentar em número para resistirem 

viáveis por maior período de tempo.  

O inoculante de 1 ano apresentou um número elevado de células, ultrapassando 

o limite indicado pelos órgãos fiscalizadores, devido ao prazo de validade estar vencido. 

Embora tenha grande número de células/ml, estas, puderam ser quantificadas pela 

qaPCR, considerando que esta quantificação pode indicar células vivas ou em VBNC e 

até as que já morreram, pois os resultados de UFC (não apresenta incultiváveis), 

apresentou um valor consideravelmente inferior ao do PCR em tempo real.  

 O DNA do inoculante de 2 anos possivelmente excedeu o limite de detecção pelo 

aparelho de PCR em tempo real, impossibilitando sua análise por meio do Ct. Isso 

confirma todos os resultados sobre as condições verificadas nesta amostra, como alto 

número de células na contagem por UFC, ilustrado nas tabelas 01 e 02, e também a 

eficiente nodulação nas plantas de soja observadas em casa de vegetação, resistindo à 

dessecação por período de tempo de até 48 h. Neste inoculante, passado 2 anos do 

seu prazo de validade, possivelmente ocorreu uma indução genética das células 

bacterianas a utilizarem as reservas nutricionais disponíveis no meio, preparando-as 

para resistir a posteriores condições adversas.  



 72 

 O inoculante 4 apresentou número reduzido de células através da contagem por 

UFC, não indicando, portanto, número viável das mesmas para ser comercializado. 

Conforme já descrito por (MAURICE et al. 2001), bactérias gram-negativas podem 

entrar em estado de VBNC. A presença de células em VBNC ou a presença de células 

mortas será observada com maior clareza com posterior análise em dados de PCR em 

tempo real. Microorganismos em condições de estresse, segundo (CYTRYN et al. 

2007), podem entrar neste estado, ou a morte acaba ocorrendo muitas vezes. O estado 

em VBNC é mais uma estratégia de sobrevivência de células a resistirem a condições 

de estresse. O estoque de inoculantes segundo estes autores, pode levar a morte, ou 

ao estado VBNC das células em muitos casos. 

O aumento do número de células no inoculante de 2 anos se deu pelo fato de 

que provavelmente as células utilizaram as reservas do meio requeridas para seu 

desenvolvimento. As reservas no caldo e na própria célula serviram para o aumento em 

número das mesmas, possibilitando a sua sobrevivência por um maior período de 

tempo. A utilização dessas reservas diminuiu no inoculante de 4 anos, 

conseqüentemente diminuindo a quantidade de células no produto. As células de 2 

anos utilizaram grande parte da reserva no meio e após 4 anos armazenado, o 

inoculante apresentou células mortas que serviram como nutriente para as células que 

ainda estavam vivas. Possivelmente devido a este e a outro fator como resistência das 

células apresentou nodulação eficiente, mesmo com inferior número de células em 

relação ao inoculante de 2 anos. A eficiência da nodulação e a posterior análise por 

PCR em tempo real poderá diferenciar se as células observadas por meio da contagem 

presentes no inoculante 4 estavam viáveis e/ou ocorre presença de não-cultiváveis.  

A amostra do inoculante 4 foi a que apresentou um valor maior em relação à de 1 

ano, indicando que as células em VBNC e as mortas certamente foram quantificadas, 

tendo em vista a eficiência de nodulação em casa de vegetação para este inoculante, 

porém os bacterióides não resistiram a períodos longos sob condição de dessecação.  

 Realizando uma análise comparativa entre as quantificações por UFC e qaPCR, 

verificamos que a PCR em tempo real possibilita efetuar uma enumeração mais precisa 
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quantificando células bacterianas em estado de VBNC, o que é limitante pelo método 

de plaqueamento para contagem das UFC, ilustrado na tabela 05.  

O protocolo de quantificação absoluta por PCR em tempo real apresentou melhor 

acurácia quando comparado a metodologia de PCR qualitativo. A qaPCR mostrou alta 

sensibilidade e precisão nos resultados, possibilitando com isso, detectar células 

incultiváveis em meio de cultivo laboratorial. A qaPCR é uma ferramenta viável na 

enumeração de células de inoculantes comerciais para soja, em casos de discrepância 

nos resultados por UFC nos laboratórios responsáveis pela análises dos insumos 

biológicos.  

 MOREIRA (2009) estudou o metabolismo respiratório de Bradyrhizobium sp em 

condições de aerobiose, microaerobiose e anaerobiose em inoculantes comerciais para 

soja em casa de vegetação, e avaliou a expressão gênica da cascata regulatória de 

entrada de oxigênio por quantificação relativa em tempo real. Em seus experimentos 

observou que ocorre uma queda na expressão dos genes intimamente relacionados 

com o processo de fixação tais como fixN, rpoN1, nifA e nifH, decaindo a expressão a 

medida que aumenta o tempo de estocagem dos inoculantes. Concluiu que, a 

estocagem dos inoculantes por longos períodos pode ser inviável, pois a idade do 

mesmo esteve diretamente relacionada com a capacidade de funcionamento dos genes 

relacionados ao processo de fixação biológica do nitrogênio.   

Os resultados de qaPCR somados à quantificação relativa efetuada por  

(MOREIRA, 2009) evidenciam que, as células alteram sua fisiologia e se adaptam a 

condições de estresse apresentando inclusive aparente eficiência na nodulação em 

casa de vegetação em inoculantes mais antigos por longos períodos sob dessecação. 

Assim, inoculantes com prazo de validade ultrapassando o indicado pela legislação, não 

devem ser utilizados pelo produtor, pois embora ocorra formação de nódulos não há 

fixação biológica de nitrogênio nas plantas de soja.  
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Tabela 05: Análise comparativa das diferentes quantificações realizadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Gráfico da amplificação do 16S rDNA por qaPCR das amostras dos 
inoculantes líquidos para soja.  
 

 

6. Análises qualitativa e quantitativa de bradirrizóbios resistentes à 

dessecação sobre sementes de soja 

 

As amostras de cada tratamento dos inoculantes sobre as sementes de soja 

foram ressuspendidas em água estéril, onde posteriormente foi realizado análise de 

densidade óptica de cada uma. 

O valor da D.O não esclarece o número exato de células, pois a técnica também 

mensura outros compostos, necessitando de uma posterior confirmação por contagem 

de células através de UFC. Para afirmar se a queda na D.O realmente está relacionada 

unicamente ao número de células, foi realizado a PCR em tempo real, que nos mostrou 

Análises Inoculante 1 ano Inoculante 2 anos Inoculante 4 anos
Cél/ml (UFC) 1,43 x 109 3,32 x 109 1,48 x 108

Cél/ml (qaPCR) 3,60 x 1010 --- 6,43 x 1012 

Ct 35 --- 35,29 

Inoc1 

Inoc4 
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com precisão o número exato de células sem interferência de possíveis compostos 

detectados na medida por absorbância.  

A diferença no valor das D.O nas amostras conduzidas no ensaio de dessecação 

e o resultado obtido dos inoculantes puros devem-se ao fato de que existiam muitos 

resíduos das próprias sementes e do antifúngico utilizado que superestimaram o 

resultado, devendo ser considerados e descontados. Neste caso, a enumeração celular 

por métodos quantitativos eficazes são fortemente requeridos para uma avaliação 

acurada da eficiência destes produtos. 

 

6.1. Número de células/ml dos bradirrizóbios resistentes à dessecação 

 

Nesta análise de determinação do número de células, foram observados dados 

de células resistentes à dessecação, sobre sementes de soja, oriundas dos inoculantes 

líquidos comerciais em diferentes idades 1, 2 e 4 anos. O ensaio de resistência para 

cada inoculante foi efetuado em diferentes períodos, 0, 4, 24 e 48 h, antes do momento 

de ressuspensão das células para contagem das células sobreviventes (Tabela 06).  

Os dados da tabela 06 indicam que as células resistentes à dessecação 

proveniente dos inoculantes 1e 2 apresentam aproximadamente 20.000 células nas 50 

sementes de soja, correspondendo a 1.000 células por semente, enquanto que o 

inoculante de 4 anos apresenta apenas 500 células em cada semente, quando 

determinado por UFC.  

 Com base nas conclusões obtidas pela amostra de referência, os dados das 

amostras desconhecidas foram, por conseguinte relacionados, resultando em número 

de células/ml sobrevivendo nas sementes de soja, quando submetidas ao estresse por 

dessecação, por qaPCR (Tabela 06). Os dados das amostras referentes a 24 h nos 

inoculantes 2 e 4 não puderam ser gerados, devido a um fator experimental. Esta 

análise ampliou a contagem de células para amostras que não foram detectadas pelo 

método de diluição seriada para contagem de UFC.  

 A discussão do número de células/ml das amostras sob dessecação pelos dados 

de UFC no item 2.2, mostram a contagem da diluição em t=0 h sob dessecação 
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apenas, pois não foi possível quantificar as células bacterianas por UFC nas outras 

diluições. Este fato nos levou a comparação do número de células/ml em t=0 h das 

contagens de UFC comparando-as com os valores obtidos por PCR em tempo real. 

STREETER et al. (2007), estudaram fatores que afetam a sobrevivência de 

bradirrizóbios em cultura líquida de soja aplicados em sementes. Bactérias em cultura 

líquida foram aplicadas em sementes de soja e o número de sobreviventes foi 

quantificado após 2, 24, 48 e 96 h, e observaram que o maior impedimento das estirpes 

de rizóbio é a rápida morte das bactérias quando aplicadas nas sementes ou no solo. O 

número de células/ml diminuiu das primeiras 2 h até 48 h de dessecação. O estresse 

por dessecação tem sido a principal causa de morte entre as bactérias nas sementes, e 

muitos estudos laboratoriais de estresse por dessecação e tolerância em rizóbios vem 

sendo estudados nos últimos 40 anos (VICENT et al. 1962; BUSHBY e MARSHALL, 

1977;  JANSEN VAN RENSBURG e STRIJDOM, 1980;  MARY et al. 1986; KOSANKE 

et al. 1992; CLIQUET e CATROUX, 1994; VRIEZEN et al. 2006). Entretanto, poucos 

estudos envolvem a análise de sobrevivência nas sementes, alguns com adição de 

vários materiais durante a aplicação de culturas líquidas. STREETER et al. (2007) 

observaram que a adição de extrato de levedura no meio de cultura aumenta a 

sobrevivência das células nas sementes de 50 para 80 vezes (contêm 4,3% de trealose 

no extrato de levedura comumente usado nos laboratórios). A adição de NaCl no meio, 

duplica ou triplica a acumulação de trealose nas células, aumentando com isso a 

sobrevivência das mesmas. Adicionando NaCl e trealose juntos resultou em um efeito 

adicional, juntamente com a umidade relativa controlada, aumentando em 100 vezes ou 

mais as diferenças na sobrevivência das células bacterianas nas sementes.  

 A composição, segundo o fabricante, dos inoculantes comerciais para soja 

utilizados neste trabalho possui: solução nutritiva (aminoácidos, sulfato de magnésio, 

fosfato monopotássico, glicose, sacarose, água deionizada, polímero, extrato de 

levedura, cloreto de sódio, Fe-EDTA), B. elkanii e B. japonicum. Esta composição 

potencializa a resistência das membranas das células das estirpes bacterianas sob 

condições adversas extremas em sementes de soja por determinado período.  
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 ROUGHLEY et al. (1993), realizaram um único estudo que se compara ao de 

STREETER et al. 2007. Em células de bradirrizóbios em sementes de Lupinus por meio 

de inoculante turfoso, foi observado morte de 95% das bactérias nas primeiras horas e 

99% nas 22 h seguintes. Em muitos trabalhos de estresse por dessecação, os 

mecanismos básicos de morte bacteriana ainda não estão totalmente claros. Alteração 

na composição da membrana e permeabilidade tem sido sugerida como mecanismos 

potenciais de sobrevivência. Efeitos no potencial hídrico e no crescimento e morfologia 

celular têm sido também documentados (SALEMA et al. 1982; BUSSE e BOTTOMLY 

1989; MARY et al. 1994). Sugere-se também que o aumento na produção de EPS 

aumenta a tolerância à dessecação (DEAKER et al. 2004). STREETER et al. (2003), 

observaram que aumentando a concentração de trealose em B. japonicum, aumenta a 

sobrevivência da bactéria nas sementes de soja. Em 2007, os mesmos autores 

estenderam esta prévia observação a outras estratégias para aumentar a sobrevivência 

das células bacterianas nas sementes.   

 Com base nestes estudos, o número de células/ml das amostras de 

ressuspensão celular nas sementes obtidas neste trabalho foi coerente com pesquisas 

realizadas avaliando estresse de rizóbios sob condições de dessecação, pois embora 

as células do inoculante 4 apresentassem número de células/ml menor do que os 

outros, ainda assim houve eficiente nodulação nos pêlos radiculares das plantas de 

soja. Células resistiram após 4 anos de armazenamento do produto, sendo viáveis em 

nodularem raízes de soja. Estas células resistiram à dessecação, pois provavelmente 

apresentaram estratégias de sobrevivência, conforme discutido anteriormente.  

Para que a simbiose se estabeleça, através de um processo de nodulação bem 

sucedido, a bactéria necessita de condições adequadas para a sua sobrevivência, 

desde a saída da fábrica até o momento da inoculação. Muitas vezes essas condições 

não são atendidas, reduzindo o número de bactérias no inoculante (CAMPOS, 1999). 

Quando o inoculante é disponibilizado no solo, a bactéria deve alterar toda a sua 

maquinaria bioquímica tendo em vista as novas condições metabólicas a que será 

submetida no solo e no interior da planta (LODWING & POOLE, 2003).  
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Análises de transcriptomas realizadas por SOUZA (2006) em duas condições 

diferentes de cultivo trazem perspectivas promissoras para futuras análises funcionais 

de genes independentes, ou de conjuntos de genes envolvidos em determinada função 

ou via metabólica. A indução de genes envolvidos na simbiose e fixação do nitrogênio, 

durante o cultivo de B. elkanii, deve ser considerada ao avaliar preparações de 

inoculantes comerciais. A simulação de um ambiente com baixa tensão de oxigênio 

pode estar acontecendo dentro das embalagens comerciais, durante a estocagem do 

produto líquido. O processo de indução destes genes poderia vir a ocorrer nas 

formulações de inoculantes líquidos SOUZA (2006). A baixa concentração de oxigênio 

influencia negativamente no crescimento das culturas bacterianas.  

 As células possivelmente alteraram seu metabolismo respiratório quando 

retiradas da embalagem e permaneceram mais tempo expostas ao oxigênio, o que 

levou a morte após longos períodos de armazenamento. Bradirrizóbios na embalagem 

dos inoculantes podem viver restritos de oxigênio limitando até certo ponto seu 

crescimento. Quando retirados da embalagem e expostos ao gás, aumentam em 

número, pois possuem oxigênio suficiente para se desenvolverem adequadamente. 

Situações em que o número de células/ml diminuiu consideravelmente se devem ao 

fato de que quando restritas de oxigênio ficam impedidas de crescer, e quando 

expostas novamente a atmosfera, reprogramam a expressão gênica alterando seu 

metabolismo respiratório, utilizando o oxigênio disponível para seu desenvolvimento, o 

que reflete na boa eficiência na nodulação, mesmo com baixo número de células. 

Contudo, não se pode afirmar que o processo de fixação do nitrogênio seja tão eficiente 

quanto aquele observado por células originadas de inoculantes mais novos. 

O método quantitativo em tempo real absoluto nos permitiu analisar, a grande 

possibilidade de que as células entraram em estado VBNC, levando em consideração 

os diversos trabalhos que evidenciam a presença de células neste estado. MILLET & 

LONVAUD-FUNEL (2000), afirmam a evidente existência de bactérias em estado de 

VBNC, indicando que sob certas condições as células podem não crescer. 

Similarmente, DU TOIT  et al. (2005) analisaram a sobrevivência de A. pasteurianus em 

vinho sob condições anaeróbicas, e observaram que a contagem por plaqueamento foi 
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menor que a contagem por epifluorescência (método que detecta células vivas, mortas 

ou em VBNC). Em contrapartida, este fator não deve ser generalizado, pois 

GONZÁLES et al. (2006), realizou enumeração e detecção de bactérias em amostras 

de vinho por PCR em tempo real, e em seus resultados, obtiveram números 

equivalentes do RT-PCR, da microscopia e o número de UCF por plaqueamento. Isto 

deixa claro que o problema de VBNC em muitos casos pode ser evitado, principalmente 

quando não há a necessidade de plaqueamento, ressaltando que células em VBNC se 

evidenciam quando sob condições adversas.  

 O inoculante 1 apresentou um decréscimo no número de células até t=24 h, 

sendo que em t=48 h houve um aumento significativo das mesmas, o que nos leva a 

entender que houve uma alteração fisiológica permitindo a célula buscar meios de 

sobrevivência. Acumularam reserva nutricional aproveitando os nutrientes das células 

que morreram ao decorrer do tempo de dessecação, levando a sua multiplicação até 

sessar completamente os recursos disponíveis para a sua sobrevivência. O acúmulo de 

substâncias osmoprotetoras na parede celular das células bacterianas certamente 

realçou a possibilidade de tolerar à dessecação, haja visto a eficiente nodulação 

radicular, embora o número de nódulos tenha decaído no ensaio em casa de 

vegetação. Deve ser ressaltado com isso, que a qaPCR nos permite enumerar células  

vivas, em VBNC e possivelmente células mortas, por isso o número de nódulos 

eficientes cai um t=48 h, mas, o número de células verificado por qaPCR foi maior. Já 

as células oriundas do inoculante 2 não apresentou diferenças significativas em t=4 h e 

em t=48 h, pois este inoculante passado o prazo de validade, nos mostrou em 

experimentos anteriores que suas células utilizaram as reservas do meio requeridas 

para seu desenvolvimento, fato decorrente da condição de estresse. Em t=0 h as 

células quando retiradas da embalagem permaneceram expostas ao oxigênio, não 

restando tempo suficiente para que sua maquinaria bioquímica disponibilizasse 

condições para enfrentar a situação de dessecação. A UFC deixa evidente o maior 

número de células deste inoculante em relação ao de 1 ano, pois as células estão no 

auge de utilização dos recursos para uma posterior condição limitante.  
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 As células do inoculante 4 apresentaram resultados muito interessantes, pois 

possivelmente as células aproveitaram ao máximo o que lhes apetece adquirir do meio 

externo para que a morte celular venha a ocorrer quando todos os nutrientes no meio 

estejam escassos. Em t=4 h apresentaram uma queda em relação aos outros períodos 

sob dessecação, sendo que em t=0 h estão em um número considerável, morrendo ao 

passar por 4 h expostas ao meio externo. Ocorre em maior número em t=48 h, 

deixando evidente a ocorrência anterior de células em estado VBNC, que 

possivelmente foram quantificadas por PCR em tempo real e não evidenciadas na 

contagem de células por plaqueamento.  

 GRATTEPANCHE et al. (2005) estudaram a quantificação por PCR em tempo 

real de Lactococcus lactis subsp. cremoris em culturas de leite, e discutem em seus 

resultados a possibilidade de uma extração de DNA incompleta ou uma mudança 

fisiológica em células que morreram diminuindo a replicação de DNA. Sob condições de 

acidez, uma diminuição na produção de energia e um aumento da energia 

disponibilizada levaram a acidificação do citoplasma pelo aumento da concentração de 

algumas enzimas, conduzindo a limitações energéticas para a síntese da biomassa em 

células de Lactococcus lactis (EVEN et al. 2002) e consequentemente para a replicação 

do DNA. Como a quantificação de células bacterianas pelo PCR em tempo real está 

baseado no DNA, diferenças no conteúdo de DNA por células poderia levar a diferentes 

estimativas da população bacteriana.  

 O inoculante de 1 ano foi o que apresentou uma queda na quantidade de células 

bacterianas a cada período de exposição até t=24 h sob as sementes de soja, pois as 

células provavelmente ainda não apresentavam síntese de trealose em grande 

proporção, para fortalecer sua parede celular. Possivelmente disponibilizaram este 

recurso, quando deparadas à necessidade encontrada em t=48 h. No inoculante 2, os 

recursos bioquímicos já se encontraram evidentes mostrando que aumentando o 

período de dessecação, as células estavam preparadas fisiologicamente para tolerar 

condições adversas. Após 4 anos de vencimento e em condições de dessecação, a 

biossíntese da trealose, juntamente com outros osmoprotetores, certamente possibilitou 

que o impacto provocado na dessecação fosse superado pelo reforço adquirido ao 
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longo dos anos, amortecendo uma possível perda de nutrientes pela parede e 

membrana celular.  

 Os Cts da qaPCR estão ilustrados na figura 23. O DNA das amostras sob 

dessecação foram ressuspendidos em 20 µl de água pura e a quantidade de 16S rDNA 

desta ressuspensão está ilustrada na figura 24. 

 

Tabela 06: Análise comparativa das diferentes quantificações realizadas no ensaio de 
resistência à dessecação 

Resistentes 
Inoc 1ano

Resistentes 
Inoc 2 anos

Resistentes 
Inoc 4 anos

Células/ml 
(UFC)

2, 09 x 104 2,18 x 104 1,06 x 104

0hs Células/ml 
(qaPCR)

9,50 x 1010 1,80 x 1010 2,16 x 1011

Ct 26,66 24,25 21,85
Células/ml 

(UFC)
--- --- ---

4hs Células/ml 
(qaPCR)

6,24 x 1010 7,83 x 1010 5,86 x 1010

Ct 26,05 26,38 25,96
Células/ml 

(UFC)
--- --- ---

24hs Células/ml 
(qaPCR)

3,64 x 1010 --- ---

Ct 25,27 --- ---
Células/ml 

(UFC)
--- --- ---

48hs Células/ml 
(qaPCR)

2,07 x 1011 6,82 x 1010 4,85 x 1011

Ct 27,79 26,18 29,02

Amostras / Análises
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Figura 23: Amplificações por qaPCR de cada amostra da ressuspensão de células 
bacterianas dos inoculantes submetidos ao ensaio de dessecação. A, B, C e D indicam 
0, 4, 24 e 48 h sob dessecação nas sementes de soja, respectivamente.  
 

 

Figura 24: Análise quantitativa do rendimento de 16S rDNA em células submetidas ao 
ensaio de dessecação ressuspendidas em 20 µl de água pura.  
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6.2. Eficiência da nodulação radicular em plantas de soja, com 

bradirrizóbios resistentes à dessecação 

 

O ensaio de dessecação avaliou a aderência e sobrevivência das células 

bacterianas quando inoculadas sobre as sementes de soja em diferentes tempos: 0, 4, 

24 e 48 horas. O plantio foi realizado em casa de vegetação com seis repetições. A 

eficiência dos inoculantes foi avaliada pela contagem dos nódulos referente a cada 

período de dessecação (Figura 25). 
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Figura 25: Número médio de nódulos de plantas de soja (28 dap). Ensaio de 
dessecação sobre sementes tratadas com ciclohexamida.  
 

 

A habilidade das células de bradirrizóbios em sobreviver à dessecação e induzir 

a formação de nódulos decresceu à medida que o tempo de dessecação aumentou, 

exceto para o inoculante de 2 anos. Células de bradirrizóbio no inoculante de 4 anos 

apresentaram número considerável de nódulos mesmo após 24 h de aderência às 

sementes, provavelmente devido à parede celular mais espessa adquirida ao longo do 

tempo, o que confere maior resistência às células.  
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MCINTYRE et al. (2007) estudaram a síntese endógena da trealose na tolerância 

a dessecação na bactéria Rhizobium leguminosarum bv. trifolii e com mutantes em 

genes responsáveis pela biossíntese deste dissacarídeo, e observaram que a trealose é 

um osmoprotetor que auxilia na resistência a dessecação. Os mutantes do treY e do 

ostA (genes responsáveis pela biossíntese da trealose) falharam no acúmulo de 

trealose e eram mais sensíveis aos efeitos da secagem. Sua sobrevivência foi 

danificada comparada à bactéria do tipo selvagem e eram menos competidores na 

rizosfera pela ocupação do nódulo na planta. 

CYTRYN et al. (2007) estudando genes envolvidos na síntese da trealose por 

dados microarranjos e qRT-PCR observaram aumento do transcrito do gene da 

trealose-6-fosfato sintase, e elevada concentração intracelular de trealose em células 

de B. japonicum incubadas sob condições de dessecação. Isto sustenta a hipótese de 

que a trealose tem um importante e proeminente papel na promoção da tolerância a 

dessecação em B. japonicum. Isto é também mostrado pelos dados de que a trealose 

exógena realça a sobrevivência da estirpe USDA 110 de B. japonicum em resposta a 

dessecação. Os genes ostA, ostB e treY  foram significativamente regulados na 

dessecação versus células hidratadas, e estes dados foram obtidos e confirmados 

pelas análises de PCR em tempo real. Isto confronta os resultados de MCINTYRE et al. 

(2007), que demonstraram que para mutantes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 

foram mais sensíveis aos efeitos de secagem do que as estirpes selvagens. Por outro 

lado, os estudos com R. leguminosarum mostraram que os genes ostA e treY foram 

expressos continuamente em qualquer fase de crescimento, ao contrário do que 

descrito por CYTRYN et al. (2007), para B. japonicum que sugere que a trealose 

somente é sintetizada em condições de estresse. Isto implica que a regulação da 

trealose pode ser diferentemente distinta tanto filogeneticamente quanto 

fisiologicamente em diferentes bactérias que nodulam raízes de plantas.  

Os genes envolvidos no metabolismo da trealose mostram padrões diferenciais 

de regulação e expressão, dependendo da espécie de rizóbio e do nível de estresse em 

que as células são submetidas.  
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Embora o número de células/ml e dados bioquímicos mostraram que o inoculante 

de 4 anos apresentou condições impróprias de uso no campo, as células sobreviventes 

possuem uma parede celular possivelmente com alto acúmulo de trealose ou outro 

osmosprotetor, o que possibilitou eficácia na nodulação das plantas. Isto indica a 

resistência das células às condições de estresse, mesmo após 24 h aderidas às 

sementes de soja. Embora as células possuam esta capacidade estratégica de 

resistência em determinadas condições, há um tempo máximo para isto, que foi 

observado na queda do número de nódulos após 48 h, para o inoculante 1 e 4. Pode ter 

ocorrido morte celular no inoculante mais antigo, e um alto número de células viáveis no 

inoculante 2, confirmado pelo número de células/ml deste inoculante puro e turbidez do 

mesmo.  

 

6.3. Considerações finais sobre a resistência de células usadas para 

inoculação 

 

No Egito, ZAHRAN et al. (1999) estudando a relação simbiótica de rizóbios com 

leguminosas de clima árido, observaram alta capacidade simbiótica destas bactérias em 

condições extremas. A fixação de nitrogênio está relacionada com o estado fisiológico 

na raiz da planta leguminosa, não sendo expressa se alguns fatores forem limitantes 

como: salinidade, pH do solo desfavorável, deficiência de nutrientes, toxicidade mineral, 

temperaturas extremas a que a bactéria está submetida, insuficiente ou excessiva 

umidade no solo, fotossíntese inadequada, etc. A potencialidade da resistência à 

dessecação e a eficiência na fixação de nitrogênio estão relacionadas não apenas a um 

único fator, mas, como mencionado por ZAHRAN et al., é um somatório que limita a 

sobrevivência e a resistência dos rizóbios fixadores de nitrogênio.  

Um determinado estresse pode apresentar mais de um efeito, por exemplo, a 

salinidade pode afetar o estresse hídrico, o qual afeta a capacidade fotossintética, ou 

pode afetar diretamente o metabolismo no interior do nódulo. A salinidade do solo e a 

acidez são geralmente acompanhados por toxicidade mineral, deficiência nutricional e 

desordem de nutrientes. A desordem pode ocorrer por sensibilidade a íons como Na+ e 
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Cl- e pode ser balanceado pelo aumento da concentração de K+, Ca2+ e Cl-. Altos níveis 

de salinidade (acima de 10% NaCl) diminui o conteúdo de células de rizóbios e altera o 

exterior da membrana celular, tornando-a disforme (ZAHRAN et al. 1999). 

A tolerância de sal nas plantas é um complexo fenômeno que envolve mudanças 

morfológicas, fisiológicas e processos bioquímicos. Algumas espécies de plantas 

sustentam a fixação de nitrogênio sob condições de alta salinidade. A simbiose e 

formação nodular nos legumes são mais sensíveis para sal ou estresse osmótico do 

que o rizóbio. A alta concentração de sal no meio inibe o passo inicial de simbiose. Os 

pêlos radiculares mostraram pequeno o encurvamento ou deformação quando 

inoculados com B. japonicum na presença de 170 mM de NaCl. A colonização 

bacteriana e o encurvamento dos pêlos radiculares de Vicia faba reduziu na presença 

de 50 a 100 mM de NaCl ou 100 a 200 mM  de polietilenoglicol como agente osmótico e 

a proporção de pêlos infectados reduziu 30 e 52% na presença de NaCl e 

polietilenoglicol, respectivamente (DELGADO et al. 1994; NAIR et al. 1993).  

Efeitos de estresse salino na nodulação e fixação de nitrogênio em legumes têm 

sido estudados há muito tempo (ABDEL-WAHAB et al. 1981;  AHRAN et al. 1986; EL-

SHINNAWI et al. 1989; VELAGALETI et al. 1990; IKEDA et al. 1992). A redução na 

fisiologia biológica por estresse salino é geralmente atribuída por uma redução na 

respiração dos nódulos e a redução na produção de proteína citosólica, 

especificamente a leghemoglobina, pelo nódulo. A presença de sal deforma a estrutura 

do nódulo, podendo ser razão para o declínio na proporção da fixação de nitrogênio por 

legumes sujeito a estresse por sal. As bactérias que colonizam nódulo na raiz são mais 

tolerantes ao sal do que raízes de leguminosas que mostram variação na tolerância ao 

sal (ZAHRAN et al. 1999).  

Algumas espécies de bactérias se adaptam em condições de salinidade pela 

acumulação intracelular de solutos orgânicos de baixo peso molecular chamados 

osmólitos. A acumulação de osmólitos contém o efeito de desidratação, diminuindo a 

atividade de água no meio, mas não interfere com a estrutura ou função 

macromolecular. A acumulação desses osmólitos depende do nível de estresse 
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osmótico, a fase de crescimento da cultura, a fonte de carbono e a presença de 

osmólitos no meio de crescimento (ZAHRAN et al. 1999).   

A glicina betaína é um osmoprotetor produzido pelo rizóbio, acumulando-se 

intracelularmente, e tem um importante papel na manutenção da atividade da 

nitrogenase nos bacterióides sob condições de estresse hídrico. O principal papel 

fisiológico da glicina betaína na família Rhizobiaceae parece estar como uma fonte de 

energia, contribuição restrita para certas estirpes. Além destes osmoprotetores, a 

ectoína não se acumula intracelularmente e não reprime a síntese de solutos 

endógenos compatíveis como glutamato e trealose, isto pode ter um papel chave em 

provocar a síntese de osmolitos endógenos. Existem pelo menos duas classes de 

osmoprotetores distintos: aqueles como glicina betaína ou glutamato (atuam como 

osmolito genuíno) e aqueles como ectoína (atuam como mediadores químicos).  

O cálcio é um elemento fundamental para que ocorra a formação do nódulo, uma 

vez que este componente impossibilita o ataque do rizóbio nas células dos pêlos 

radiculares se a concentração de cálcio nestas células for muito alta, impedindo que os 

pêlos se encurvem para recepção dos rizóbios facilitando a infecção na planta. Deste 

modo, é preciso que este elemento químico esteja equilibrado tanto no meio a que a 

bactéria está como a planta e a própria bactéria, contribuindo assim com o balanço 

osmótico e conseqüente êxito na formação do nódulo. O estresse por sal reduz o 

ataque e a colonização nos pêlos radiculares das leguminosas, fator atribuído a 

disposição de cálcio pelo sal. Isto impede o estágio inicial de formação do nódulo 

afetando a capacidade de nodulação de leguminosas (ZAHRAN et al. 1999).  

Leguminosas com alta tolerância a estresse hídrico, geralmente exibem ajustes 

osmóticos. Estes ajustes estão parcialmente explicados pela alteração na turgidez 

celular e pela acumulação de alguns solutos osmoticamente ativos. A acumulação de 

solutos orgânicos específicos (osmótico) é uma resposta característica de plantas 

sujeitas a longos e severos períodos de estresse hídrico. Um destes solutos é a prolina, 

que é um dos aminoácidos presente em proteínas. Diferencia-se dos demais 

aminoácidos por possuir uma estrutura quimicamente coesa e rígida, sendo o 

aminoácido mais rígido dos 20 codificados geneticamente. A prolina se acumula nas 
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células, tornando-as resistente até mesmo sob condições extremamente adversas. 

Alguns compostos como aminoácidos livres e solutos de baixo peso molecular como 

pinitol (o-metil-inositol), acumulam-se em leguminosas tropicais sob dessecação.  

Como discutido até o momento, algumas alterações fisiológicas e bioquímicas 

ocorrem nas células dos bradirrizóbios nos diferentes inoculantes comerciais para soja, 

como também no próprio produto e posteriormente o contato destes com o solo. Estas 

alterações incluem diversos fatores bióticos e abióticos como os osmoprotetores e as 

condições a que se sujeitam.   

As células sobreviventes do inoculante 4 possuem uma parede celular 

possivelmente com alto acúmulo de trealose ou outro osmosprotetor, o que possibilitou 

eficácia na nodulação das plantas, indicando a resistência das células à condição de 

estresse, mesmo após 24 h aderidas às sementes de soja. 

 

7. Determinação do número de bacterióides isolados de um nódulo 

radicular de soja 

 

O inoculante líquido comercial com 2 anos de idade, contendo células das 

SEMIA 587 e 5079, foi escolhido para inocular sementes de soja visando a 

determinação do número de células bacterióides que colonizaram o nódulo. O 

inoculante foi misturado às sementes seguindo instruções do fabricante.  

Bacterióides foram isolados a partir dos nódulos gerados após 35 dias de 

inoculação e plantio; neste estágio a atividade de nitrogenase é alta (CATTELAN & 

HUNGRIA, 1994). Para determinar número de células bacterióides no interior de um 

único nódulo, as amostras de DNA dos bacterióides foram analisados por qaPCR para 

determinação da quantidade de 16S rDNA e sua correlação com número de células/ml, 

baseada na amostra de referência.  

O cálculo para quantificar os bacterióides foi realizado conforme descrito para as 

amostras do ensaio de dessecação. O número de células em um nódulo e o resultado 

em casa de vegetação sugerem que a fixação biológica do nitrogênio foi bastante 

eficiente para o inoculante de 2 anos (Figura 26 e Tabela 07).  



 89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Amplificação por qaPCR do 16Sr DNA de bacterióides isolados de um 
nódulo.  

 

 

Tabela 07: Massa média de 01 nódulo radicular de soja com 35 dias após inoculação 
(dai) com células de bradirrizóbios do inoculante de 2 anos 
 

01 nódulo 35dai (g) Células/ml de bacterióides 
(qaPCR)

Ct

0,015275 6,80 x 1010 23.98
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V. CONCLUSÕES 

 

1. 1,14 x 1010 células de Bradyrhizobium na amostra de referência contêm 

0,43702ng/ml de 16S rDNA, e 1,3612 x 1020. 

 

2.  2,96 x 10-4 % é proporção de 16S rDNA no DNA total de Bradyrhizobium, na amostra 

de referência. 

 

3.  A análise comparativa entre a enumeração celular pelos métodos quantitativos 

qaPCR e UFC indicou que a qaPCR é mais precisa, ampliando a quantificação para 

células incultiváveis em meios de cultivo adequados. 

 

4.   A qaPCR tem alta sensibilidade e precisão, podendo ser utilizada em casos de 

discrepância nos resultados pelo método de plaqueamento tradicional.   

 

5.  As células de bradirrizóbios nos inoculantes comerciais para soja possivelmente 

alteraram sua fisiologia se adaptando à condição de dessecação sob sementes, 

apresentando número considerável de nódulos nas plantas observadas em casa de 

vegetação. 

 

6.  Os inoculantes analisados com prazo de validade ultrapassando o indicado pela 

legislação poderiam ser usados para inoculação de soja, tendo em vista o número de 

células detectadas por qaPCR e a eficiência de nodulação, embora nenhuma afirmação 

possa ser feita quanto a eficiência da FBN. 
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1. Meios de cultura utilizados  

YMB (“Yeast Mannitol Broth”) / pH 6,8 Concentração

K2HPO4 500mg/L

MgSO4 x 7H2O 200mg/L

NaCl 100mg/L

Manitol 10g/L

Extrato de levedura 500mg/mL

9g/L de agar ao meio – YMA (“Yeast Manitol Agar”)

 

TY (“Tripote-Yeast Medium”) / pH 7,0 Concentração

Triptona 500mg/mL

Extrato de levedura 300mg/mL

CaCl2 870mg/mL

 

LB (Luria e Bertani) / pH 7,0 Concentração

Triptona 10g/L

Extrato de levedura 5g/L

NaCl 10g/L

9g/L de agar para meio sólido

 

SOB / pH 7,0 Concentração

Triptona 20g/L

Extrato de levedura 5g/L

NaCl 0,5g/L

KCl 250mM 10mL/L

MgCl2 1M 10mL/L

 

SOC / pH 7,0

meio SOB com 20mM de glicose
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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