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Uma das formas de se avaliar a ocupagao nodular de leguminosas inoculadas com rizébios €& utilizar
primers especificos para a estirpe alvo nas Reagées em Cadeia da Polimerase (PCR). Essa avaliagao
pode ser dificultada pela presenga de substancias inibidoras da DNA polimerase no tecido do nédulo.
Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar condigdes ideais para viabilizar a detecgao da estirpe
Rhizobium freirei PRF 81 (= SEMIA 4080) em nddulos de feijoeiro comum cultivado em solo. Dois fatores
foram testados: o volume do extrato de nédulo e a concentragdo do otimizador da PCR Tween® 20. O
par de primers utilizado foi o PRF81/G534, que amplifica um fragmento de DNA especifico do genoma
da estirpe PRF 81 em amostras contendo até 0,1 ng de DNA alvo. Os extratos foram preparados a partir
de nédulos com aproximadamente 2 mm de didmetro, superficialmente desinfestados e macerados com
auxilio de pinga em 90 uL de agua ultra pura estéril, em triplicatas bioldgicas. Trés volumes do extrato de
nddulos (1, 2 e 3 pL) foram testados em combinagdo com quatro concentragdes de Tween®20 (0,00;
0,06; 0,13 e 0,20%) utilizando o kit GoTaq® DNA Polymerase. Além disso, os diferentes volumes do
extrato de ndédulos também foram avaliados utilizando o kit KAPA 2G Robust PCR que contém seu
préprio otimizador. Os produtos da PCR (7,5 pL) foram submetidos a eletroforese (80V/70min) em gel de
agarose a 1,8% (m:v). O gel foi corado com brometo de etideo, descorado por 30 min em agua destilada
e fotodocumentado para posterior analise. Os resultados mostram que a combinacéo de 2 uL do extrato
de nodulos com 0,13% de Tween® 20 no volume final da amostra favoreceu a melhor amplificagdo na
PCR de todas as repeti¢cdes biolégicas. As demais combinagdes e a utilizagdo do kit KAPA 2G Robust
PCR proporcionaram a observagao de bandas pouco visiveis. Portanto, conclui-se que é possivel fazer a
deteccao efetiva da bactéria R. freirei PRF 81 a partir do extrato de nédulos com a adigdo do otimizador

Tween® 20 na PCR convencional.
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