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Uso datécnica de PCR em Tempo Real para quantificacdo de
Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54 em raizes de milho
inoculadas.

Luiz Eduardo Souza da Silva Irineu, Cleiton de Paula Soares, Fabio Lopes Olivares.

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria endofitica capaz de estabelecer associacdo
benéfica com diversas culturas de importancia econdmica, tais como milho, arroz, sorgo,
trigo e cana de acUcar. Entre os principais beneficios dessa bactéria esta a capacidade de
promover o crescimento vegetal através da fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN), producéo
de fitormbénios e solubilizacdo de fosfato. Com o0 uso de bioinoculantes avancando,
tecnologias para acompanhar o estabelecimento das bactérias que compdem o0s
bioinoculantes se tornam necessarias. Sendo assim, este trabalho tem como obijetivo
identificar e quantificar H. seropedicae estabelecida em raizes de milho inoculadas, através
da técnica de PCR em Tempo Real (QPCR). Para tal, sementes de Milho (var. Dekalb 7815)
foram desinfetadas e germinadas em papel Germitex por 72 horas em camara BOD.
Plantulas com radicula de 2,5cm foram transplantadas e cultivadas em potes de 2L com
solucdo CaCl2 2mM e mantidas in vitro em camara de crescimento. ApGs 24 horas de
adaptacdo uma aliquota de 20mL de inéculo contendo 2x10’ células mL™ de H. seropedicae
estirpe HRC54 foi aplicada. Cinco dias ap0s a inoculacéo as plantulas (triplicatas biologicas)
foram coletadas e maceradas em nitrogénio liquido. As amostras de DNA foram isoladas
com DNAzol utilizando aproximadamente 300 mg dos tecidos de raiz. Todas as amostras de
DNA foram quantificadas no aparelho NanoDrop®, sendo padronizadas para a concentracao
final de 40ng.uL-1. Em seguida, 5uL de amostra, 0,3uL de primers especificos 16S rDNA
de H. seropedicae 7,5uL de Sybr Green e 1,9uL de agua foram empregados na reacao de
PCR em Tempo Real. Adicionalmente, foi realizada uma curva padrao utilizando diluices
seriadas de DNA gendmico de H. seropedicae estirpe HRC54. Os resultados mostraram
gue a populacdo de H. seropedicae estirpe HRC54 em raizes de plantulas de milho
inoculadas foi maior que no controle ndo inoculado, apresentando 10° e 10° células
bacterianas por planta, respectivamente. Deste modo, a técnica de PCR em tempo real
mostrou-se eficaz na deteccdo e quantificacdo de H. seropedicae estirpe HRC54,
apresentando-se como uma ferramenta importante para monitorar a interagao entre planta-
bactéria.
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