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§ 42 A frase de que trata o § 3¢ deve ser distinta, ostensiva, com caracteres em negrito, de f&cil leitura e inserida na horizontal,

em condi¢&o usual de apresentacdo ao consumidor.

§ 52 O aperitivo em cuja composi¢do ndo predomine um determinado principio, uma substéncia aromética ou uma matéria-prima
podera ser denominado genericamente de aperitivo de ervas, aperitivo de frutas ou outras denominagBes que caracterizem o produto.
Art. 31. A materia-prima de origem vegetal utilizada na elaborag@io do aperitivo ndo poderd ser substituida por aditivo aromatizante

sintético. "
Da Aguardente Composta

Art. 32. Aguardente composta é a bebida definida no art. 72 do Decreto ne 6.871, de 2009, elaborada por meio de processo
tecnolégico ad?uado_ que assegure a sua apresentacéo e conservacdo até o momento do consumo. )
Paragrafo Unico. Sera denominada de aguardente composta adogada a bebida definida no caput deste artigo que contenha agUcar

r
em quantidaﬁa superior a seis e inferior a trinta gramas por litro.

Art. 33. A composi¢ao quimica da aguardente composta e sua respectiva classificagdo quanto ao teor de aglicar devera obedecer
aos limites fixados na Tabela 3 constante do Anexo Il desta Instrugdo Normativa.
A

rt. 34. O coeficiente de congéneres da
parémetro no ingrediente alcodlico utilizado na el
Normativa.

oracdo desta

uardente comgost_a ndo poderéd exceder ao maior valor mensurado para 0 mesmo
ebida, respeitados os limites estabelecidos nos Anexos desta Instrucéo

Parégrafo Unico. E permitido o corte com destilados de igual natureza, na propor¢ao necessaria, exclusivamente para conduzir o
coeficiente de congéneres até os limites admitidos pelos Anexos desta Instrugcdo Normativa.

Art. 35. O rétulo da aguardente composta poderd mencionar a expressdo conhague acrescida do nome da principal substancia de
origem vegetal ou animal utilizada, de forma visivel, e constara no painel principal do rotulo, em caracteres gréficos de mesma dimensdo e

cor.

~ Parédgrafo tnico. Quando o rétulo apresentar a expressdo conhaque, acrescida do nome da principal substancia de origem vegetal
ou animal utilizada, a denominacdo aguardente composta devera ser declarada em dimensdo gréfica ndo Inferior a um tergco dessa ex-

presséo.
Secéo XII

isposicdes Transitorias e Finais

Art. 36. Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagéo, estabelecido o prazo de 180 (cento e oitenta) dias

para a adeguagdo as ateragOes estabelecidas.

Art. 37. Ficam revogadas a Portaria ne 880, de 28 de novembro de 1975, a Portaria n® 110, de 30 de abril de 1980, a Portaria n°
114, de 30 de abril de 1981, no que concerne aos produtos constantes desta Instrugdo Normativa, e a Portaria n® 603, de 10 de novembro

produto; em cada procedimento de transferéncia da aliquota de 1,0
mL, descartar a pipeta ou ponteira utilizada e agitar o tubo em voértex
por vinte segundos,

V - parainoculantes liquidos, homogeneizar vigorosamente a
embalagem e coletar assepticamente a aliquota de 1,0 mL trans-
ferindo-a para um tubo de ensaio contendo 9,0 mL de solugdo fi-
siolégica a fim de formar a diluigdio 10 e continuar procedendo da
mesma forma que para o inoculante turfoso, até formar a diluigdo que
permita a contagem de 30 a 300 colénias por placa e que contemple
a concentragdo garantida no produto.

§ 12 Todos os cuidados normais de assepsia devem ser ob-
servados durante o procedimento.

§ 22 A mesma série de diluicOes é suficiente para a andlise
de pureza e para contagem com a utilizagdo de placas de Petri com
meios solidos, frascos com meios semissdlidos ou a infeccdo em
plantas.

§ 32 De cada amostra de inoculante dever&o ser preparadas
duas séries de dilui¢do, denominadas A e B, sendo que o resultado
fina de cada amostra sera obtido pela média dos resultados das duas
andlises.

§ 42 De cada amostra das embalagens (sachés) do substrato
solido esterilizado, deverdo ser preparadas duas séries de diluicdo
denominadas A e B para a verificagdo da auséncia de micro-or-
ganismos no fator de diluicdo 102

Art. 49 Para os métodos de avaliacdo da concentracdo de

de 1993. inoculantes, devem ser observados:
o . . S
WAGNER ROSS| ) § 1 ~Dependendo do pI’Odl:ItO |rlloculante, apés a diluicdo
seriada deverdo ser observados os trés métodos a seguir para a con-
ANEXO | tagem das bactérias:
) | - espalhamento e contagem em placas de Petri com meio
Tabela 1. Fermentado de frutes misto solido, para rizébios, bactérias diazotréficas associativas e endofiticas
Item - Limite minimo Limite m&ximo e bactérias promotoras do crescimento de plantas;
; Graguacéoaldcoélica qe/z;n % viv a 20 °C 4510 14310 Il - infeccio em plantas, também conhecido como método do
Acidez total, em mE 1 . . P .
3 Acider fixa, em mEg| 20 nimero mais provavel (NMP) em pl ant_as,lpara rlzob|o§, e _
4 Acidez voldtil, em mEg/! 20 Il - contagem em meios semissolidos, também conhecido
5 Extrato seco reduzido, em g/l 7 como método do nimero mais provéavel (NMP), para bactérias dia-
ANEXO II zotréficas associativas, endofiticas e bactérias promotoras do cres-
cimento de plantas.
Tabela 2: Bebida alcodlica composta § 22 Os meios a serem utilizados encontram-se descritos nos
arts. 26 a 40 e a indicagdo de seu uso sumarizada na Tabela 01,
Item Limite Limite Classificacéo abaixo, que também descreve a faixa de dias para avaiagdo dos
minimo maximo .
1 Graduac&o alcodlica, em % v/v a 20 °C 13 18 - resultados por contagem:
2 Teor de cinzas, em mg/l 250 - Tabela 01
3 Acidez Total, em mEg/| 40 -
4 Teor de aglcar em g/l 0 6 - Micro-organismo  |Meio de Cultu-| Faixade |Meiode| Faixa de dias para
_ >6 Doce ou Suave . _ ra para conta- | dias para | Cultura | contagem em NMP
5 Extrato seco reduzido, em g/l 15 Bebida Alcodlica de Jurubeba e outras bebidas alcodlicas compos- gem em placa | contagem para
tas em placa | NMP
12 Bebida Alcodlica de Gengib Azorhizobium 79 + VC* 5a7 NA** 25a30
10a Alcoclica oe Lengiore Azospirillum Batatae NFb |(5a7 NFb, 5a7
LGl e
ANEXO Il FAM
Azotobacter LG 3a5 NA NA
Tabela 3: Aguardente composta. Burkholderia 79 + VC 3a5 NA 25 a 30
Bradyrhizobium 79 + VC 5al12 NA 25a30
Item Limite Limite Classificagdo Ensifer (Sinorhizobium) |79 + VC 2a4 NA 25a30
_ minimo méximo Gluconacetobacter Batata-P 7al0 LGI-P_ |7a10
1 Graduacgo alcodlica,_em % v/v a 20 °C 38 54 Herbaspirillum Batata 5a7 NFb  |5a7
2 Coeficiente de congéneres, em mg/100 ml de &cool anidro 650 - Mesorhizobium 79 + VC 2a5 NA 25 a 30
3 Acidez voldtil, em &cido acético, em mg/100 ml de acool anidro 150 --- Rhizobium 79 + VC 2a3 NA 20 a 30
4 Esteres, em acetato de etila, em mg/100 ml_de &cool anidro 200 o hi B 7a12 NFDb 8212
5 Aldeidos, em aldeido acético, mg/100 mi de dcool anidro 30 Sphingomones dda a a
6 Somatorio de Furfural e hidroximetilfurfural, em mg/100 ml de dcool anidro 5 - Meio 79 + Vermelho Congo ** Néo se aplica
7 Alcool superior (somatério de dcool n-propilico, dcool iso-butilico e alcodis iso-amilicos), en mg/100 ml de & cool 360 -
anidro s - . . -
8 Teor de aglcar em gl <6 ‘Aguardente Art. 59 Para rizobios, bactérias diazotroficas associativas e
composia endofiticas e bactérias promotoras do crescimento de plantas, serd
6 <30 Aguardente . )
gtémrgsta utilizado o método de contagem em placas de Petri.
locada

SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
INSTRUGAO NORMATIVA N? 30, DE, 12 DE NOVEMBRO DE 2010

O SECRETARIO SUBSTITUTO DE DEFESA AGROPE-
CUARIA DO MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso das atribuicdes que Ihe conferem os arts.
10 e 42 do Anexo | do Decreto ne 7.127, de 4 de marco de 2010,
tendo em vista o disposto no Decreto n® 4.954, de 14 de janeiro de
2004, na Instrugdo Normativa ne 5, de 6 de agosto de 2004, e o que
consta do Processo n? 21000.004661/2009-21, resolve:

Art. 12 Estabelecer os métodos oficiais para andlise de ino-
culantes, sua contagem, identificagdo e andlise de pureza na forma
desta Instrugdo Normativa.

Art. 22 A amostra devera ser preparada observando os se-
guintes parametros:

| - a abertura das embalagens (pacotes, sachés, bolsas, be-
xigas ou frascos) contendo os micro-organismos devera ser realizada
em capela de fluxo laminar, a fim de evitar contaminagOes; e

Il - antes da abertura, as embaagens deverdo ser desin-
fetadas, externamente, com algod@ ou papel toalha embebido em
acool 70%.

Parégrafo Unico. Todos os materiais utilizados nas analises
deverdo ser previamente esterilizados.

Art. 32 A dilui¢do seriada decimal devera ser preparada ob-
servando 0s seguintes procedimentos:

| - a diluicdo seriada decimal é o primeiro passo para a
redlizacdo das andlises de concentragéo e de pureza de inoculantes;

Il - adiluicdo seriada decimal deve ser preparada em capela
de fluxo laminar, utilizando tubos de ensaio contendo 9,0 mL de
solucdo fisiologica (NaCl a 0,85%) esterilizada e a primeira diluigéo
I(_lsgé) serd obtida de acordo com o suporte do inoculante a ser ana-
isado;

Il - para inoculantes turfosos (ou de qualquer natureza so-
lida) e pacotes de embalagem (sachés) contendo substrato solido
(turfas), esterilizados, pesar na capela de fluxo laminar 10,0 g do
inoculante ou do substrato sdlido esterilizado em frasco de 250-300
mL e adicionar 90,0 mL de solugdo fisioldgica a fim de formar a
diluicdo 10! e este frasco deverd ser homogeneizado em agitador
orbital por um periodo de 20 (vinte) minutos para depois ser coletada,
com pipeta ou micropipeta, uma aliquota de 1,0 mL que sera trans-
ferida para um tubo contendo 9,0 mL de solucdo fisioldgica, for-
mando a diluicdo 102

IV - do tubo com a diluigdo 1072, retirar 1,0 mL com uma
nova pipeta ou ponteira e transferir para outro tubo contendo 9,0 mL
de solucéo fisiolégica para formar a diluigdo 103 e assim, suces
sivamente, até formar a diluicdo que permita a contagem de 30 a 300
coldnias por placa e que contemple a concentragdo garantida no

Art. 62 Para a técnica do espahamento, devem ser obser-
vados 0s seguintes procedimentos:

| - aliquotas de 0,1 mL das diluicBes sucessivas A e B,
iniciando em 10, sdo inoculadas na superficie dos meios de cultura
nas placas de Petri e em sequéncia aliquotas devem ser uni-
formemente distribuidas na superficie do meio, usando-se para isso
um bastdo de vidro com uma extremidade em tridngulo (alca de
Drigalski), fazendo para cada dilui¢80 trés repeticdes das andlises A e
B; e

Il - aincubacdo deve ser feita na faixa de 28°C a 30°C para
rizébios, ou na temperatura recomendada para 0s micro-organismos
declarados em outros produtos inoculantes, sendo que a primeira
observagdo, para acompanhar o desenvolvimento das colonias, devera
ser efetuada diariamente, a partir do 2° dia da incubagdo, com con-
tagem das coldnias realizada conforme Tabela 1.

§ 12 Esse método pode apresentar inconvenientes gquando
empregado para inoculantes que apresentam contaminagdo em fungéo
do fato de que gerdmente os meios de cultivo ndo sdo seletivos,
possibilitando o desenvolvimento dos contaminantes.

Este documento pode ser verificado no enderego eletrénico http://www.in.gov.br/autentiadedehtml,

pelo codigo 00012010111700004

Documento assinado digitalmente conforme MP n° 2.200-2 de 24/08/2001, que ingtitui a

Infraestrutura de Chaves Publicas Brasileira - |CP-Brasil.
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§ 29 Alternativamente, no caso da avaliacdo de produtos
inoculantes formulados com rizébios, que contenham um ndmero
elevado de contaminantes, a contagem de Unidades Formadoras de
Colénias (UFC) pode ser feita em meio 79 acrescido de 100 mg.L!
da solucdo estoque de actidione/ciclohexamida (inciso V do art. 26),
que permite o crescimento de rizébios e inibe o crescimento de
contaminantes.

§ 32 QOutros antimicrobianos também podem ser empregados,
desde que ndo interfiram no desenvolvimento das col6nias de ri-
zBbios.

Art. 72 Para a Contagem das Coldnias e Caculo do Nimero
de Bactérias, devem ser observados os seguintes procedimentos:

| - para rizébios, bactérias diazotréficas associativas e en-
dofiticas e bactérias promotoras do crescimento de plantas, sera uti-
lizado o método de contagem em placas de Petri;

Il - marcar e contar as UFC, registrar o nimero contado e, no
caso de inoculantes com presenca de contaminantes, recorrer a con-
tagens sob lupa para facilitar o reconhecimento das col6nias da(s)
estirpe(s) utilizada(s) no inoculante;

I11 - deve ser considerada a diluicéo cuja média de contagem
das trés placas estiver na faixa entre 30 e 300 UFC e, se nenhuma das
diluigBes sucessivas estiverem dentro dessa faixa, calcular a média
das duas diluicbes mais proximas da faixa de contagem;

IV - caso uma das repeticoes apresente discrepancia acima de
50% da média das outras duas placas, esta ndo deve ser considerada
no célculo da média;

V- 0 nimero de bactérias é dado pela formula:

N-2 de célulalgrama ou mililitro de inoculante = f x N, em
que:

f = fator de diluicdo e N = nimero médio de colbnias das
trés placas na diluicdo selecionada;

VI - o fator de diluicéo é dado pela reciproca da dilui¢do na
placa multiplicada por dez, no caso de inoculagéo de 0,1 mL; e

VIl - como exemplo, considerando-se a inoculagdo de 0,1
mL das diluigdes 105,10 e 107, o clculo pode ser efetuado em-
pregando-se os fatores da tabela 02 abaixo:

Tabela 02
Diluicédo Fator (f) Ne de células/g ou mL de inoculante
10° 108 N x 10°
10 107 N x 107
107 108 N x 108

Art. 82 Para 0 Método do NUmero Mais Provavel (NMP) em
Plantas, devem ser observados os seguintes procedimentos:

| - 0 NMP em planta € um processo indireto de contagem
que envolve a inoculagdo de diluicBes seriadas decimais das amostras
do produto inoculante em plantas testes especificas, cultivadas em
condigdes assépticas pressupondo-se que neste método a infectividade
é avaliada pela formagdo de nddulos que confere cardter positivo ao
teste, enquanto a auséncia de nodulagdo confere caréter negativo ao
mesmo;

Il - para €eficécia do teste, a Ultima diluicdo tem que apre-
sentar todas as repeti¢des negativas, evitando a subestimaggo do re-
sultado;

Il - a partir da semeadura do inéculo, o teste demanda 25 a
30 dias para sua conclusdo e se vale da Tabela 2, para a estimativa do
nimero de bactérias no produto inoculante; os testes do NMP em
planta constardo de uma plantula por unidade teste e poderdo ser
conduzidos em tubos de ensaio, sacos de polietileno, frascos de vidro
ou vasos de Leonard, com trés repeticoes;

IV - a egtimativa do nimero de células de rizébio pelo
nimero mais provavel (NMP) em plantas (adaptado de Andrade &
Hamakawa, 1994, modificado de Cochran, 1950) sera de acordo com
a Tabela 03 a seguir:

Tabela 03
Diluicdes Fator Prob.% Intervalo de confianca
D1 D2 |D3| NMP minimo maximo
0 0 1 0,300 0,332 0,073 1,675
0 0 2 0,601 0,001 0,186 2,176
0 0 3 0,904 0,000 0,329 2,645
0 1 0 0,305 3,365 0,074 1,698
0 1 1 0,611 0,045 0,189 2,208
0 1 2 0,917 0,000 0,334 2,684
0 1 3 1,224 0,000 0,498 3,140
0 2 0 0,620 0,156 0,192 2,239
0 2 1 0,930 0,004 0,338 2,722
0 2 2 1,242 0,000 0,505 3,185
0 2 3 1,555 0,000 0,686 3,636
0 3 0 0,944 0,004 0,343 2,762
0 3 1 1,261 0,000 0,512 3233
0 3 |2 1,579 0,000 0,695 3,693
0 3 3 1,898 0,000 0,890 4,141
1 0 0 0,357 39,203 0,087 2,058

1 0 | 1] 0723 | 062 0,225 2711
1 0 [ 2] 1008 | 0006 0,399 3,336
1 0 [ 3] 1482 | 0000 0,601 3,048
1 10! 073 6,445 0,228 2,762
1 1 |1 ] 118 | 0179 0,407 3,401
1 1 [ 2] 1510 | 0002 0,612 4,026
1 1 (3] 1911 [ 0000 0,838 4,644
1 2 0| 1138 | 0627 0,414 3,468
1 2 [ 1] 1538 | 0025 0,623 4,108
1 2 [ 2] 1950 | 0000 0,854 4,740
1 2 [ 3] 2370 | 0000 1,104 5,356
1 3 [ 0| 1568 | 0030 0,635 4,194
1 3 1] 198 | 0002 | 0871 4,842
1 3 | 2| 2418 | 0000 1,126 5,486
1 3 [ 3] 280 | 0000 1,397 6,126
2 0 [0 0917 [ 31927 0,288 3,773
2 0 [ 1] 1432 1,120 0,522 4,791
2 0 [2] 190 | 0019 0,802 5,832
2 0 [ 3] 2600 | 0000 1,123 6,887
2 1 0| 1469 | 11,963 0,535 4,951
2 1 1] 2046 | 0632 0,823 6,037
2 1 [ 2] 2680 | 0015 1,156 7,143
2 1 [ 3| 3359 | 0000 1,529 8,261
2 2 0| 2106 | 2318 0,847 6,261
2 2 [1] 2763 | 0170 1,191 7,420
2 2 [ 2] 3478 | 0005 1,579 8,598
2 2 [ 3] 4240 | 0000 2,009 9,782
2 3 [ 0| 285 | 0216 1,229 7,726
2 3 | 1] 3602 | 0021 1,632 8,966
2 3 | 2| 4408 | 0001 2,082 10,217
2 3 [ 3| 5254 | 0000 2,574 11,478
3 0 [0 | 2312 | 34098 0,871 12,822
3 0 [ 1] 385 | 3000 1,511 17,662
3 0 | 2] 6348 | 0158 2434 22,749
3 0 [ 3] 9538 | 0004 3,706 27,927
3 1 [0 | 4272 | 37433 1,664 21,327
3 11| 7488 6,579 2,777 28,088
3 1 [ 2] 11520 | 0649 4,380 35,159
3 1 [ 3| 15878 | 0032 6,485 42,502
3 2 [ 0| 9324 | 32817 3,331 38,555
3 2 [ 1| 14938 | 12507 5,569 50,581
3 2 [ 2| 21470 | 2470 8,652 64,067
3 2 [ 3] 20170 | 0235 12,543 79,220
3 3 [ 0| 23970 | 3659 9,128 139,550
3 3 | 1 | 46208 | 42767 17,836 240,763
3 3 | 2 | 100849 | 44442 38,227 478,767

V - para os testes positivos e negativos:

a) os controles positivos e negativos, também em trés re-
peticdes, sdo indicativos da ndo interferéncia de fatores externos, que
podem ocorrer na técnica de contagem do NMP em planta;

b) para compor o teste positivo, utiliza-se uma cultura pura
da bactéria especifica; serdo utilizados in6culos de uma estirpe com-
ponente do inoculante em teste, enquanto o controle negativo sera
composto, unicamente, de plantulas e solugdo nutritiva; e

¢) os controles deverdo ser incluidos simultaneamente aos
testes analiticos examinados, sendo que o controle positivo indica se
as condigdes experimentais foram adequadas ao estabelecimento da
simbiose e seu funcionamento; j& o controle negativo indica se as
condicBes experimentais tiveram assepsia adequada, ndo permitindo
contaminagdo; e, se apresentar nodulagdo, o resultado do teste n&o
pode ser aceito;

VI - para a assepsia e desinfeccdo de sementes:

a) para sementes com tegumento duro como soja perene
(Neonotonia wightii) e siratro (Macroptilium atropurpureum), que
necessitam escarificagoes, a assepsia, desinfecgdo e escarificagdo po-
dem ser feitas simultaneamente, usando é&cido sulfirico concentra
do;

b) colocar as sementes em um copo tipo Becker e adicionar
o &cido sulfdrico em quantidade que permita a cobertura das se-
mentes, onde o tempo de exposi¢do ao &cido sulflrico dependera da
espécie e das condigdes ambientais em que as sementes forem ar-
mazenadas,

¢) esse tempo ndo influenciard nos resultados de expressdo
da simbiose, desde que as sementes germinem adequadamente e ndo
danifiqguem o embriéo;

d) drenar o &cido e lavar com agua destilada esterilizada por,
no minimo, seis vezes, sendo que a drenagem do &cido é importante,
caso contrério dar-se-4 violenta reacdo, no qual ha desprendimento de
calor durante o processo, porém este calor ndo é suficiente para
prejudicar a germinagdo da semente; e

€) apds a Ultima lavagem, deixar as sementes em &gua des-
tilada esterilizada por cerca de cinco minutos, para intumescimento, o
que facilita a germinagdo homogénea;

VII - no caso de sementes que ndo necessitam escarificagdo,
como soja (Glycine max) e feijdo (Phaseolus spp.), a assepsia e a
desinfecg@o superficial podem ser feitas com solugdo de hipoclorito
de sodio de 3 a 6%, durante 4 a 5 minutos e, decorrido o tempo, as
sementes devem ser lavadas, no minimo, por seis vezes com &agua
destilada esterilizada, sendo conveniente efetuar uma imersdo prévia
das sementes em &cooal etilico a, aproximadamente, 95% por 30 a 60
segundos, para facilitar o contato do tegumento com a solugdo de
hipoclorito;

VIII - pré-germinacdo das sementes:

a) a pré-germinagdo das sementes destina-se a garantir o
desenvolvimento de plantulas homogéneas para o transplante em tu-
bos de ensaio, sacos de polietileno ou vasos de Leonard no teste NMP
em planta;

b) apbs a assepsia e desinfestag@o das sementes, elas deverdo
ser distribuidas de forma individualizada sobre a superficie de um
conjunto de duas folhas de papel para germinacéo esterilizadas e
umedecidas com &gua destilada estéril;

c) o papel para germinagdo pode ser substituido por outros
suportes (por exemplo: &gar-&gua, algoddo) e estes podem ser co-
locados também em placa de petri, caixa germinadora, etc; e

d) recobrir as sementes com mais uma folha de papel para
germinacdo umedecida, com o devido cuidado para manter a dis-
tribuicdo das sementes, e o material deverd ser acondicionado em
saco de polietileno e conduzido a um germinador a temperatura de 20
a 25°C por um periodo de 2 a 4 dias;

IX - solugdo nutritiva: a solugdo nutritiva de Norris ou si-
milar deve ser usada para os sistemas de cultivo em tubos de ensaio
com solucdo agarizada, em sacos de polietileno contendo papel para
germinacdo ou outro suporte, em frascos de vidro com papel para
germinacéo e em vasos de Leonard.

Art. 92 Para 0 Méodo do Numero Mais Provavel em tubos,
devem ser observados os seguintes procedimentos:

| - para sementes pequenas, como trevos (Trifolium spp.) e
afafa (Medicago sativa), recomenda-se conduzir o teste NMP em
tubos de ensaio de, aproximadamente, 200 x 25 mm, com uma pléan-
tula por tubo e cada tubo deve receber 15 a 20 mL da solugdo
nutritiva de Norris ou similar agarizada, ser fechado adequadamente
(com algoddo ou tampa plastica) e esterilizado a, aproximadamente,
121°C e 1,0 atmosfera por 20 minutos;

Il - em cada tubo esterilizado, deve ser colocada uma se-
mente pré-germinada, com a raiz imersa na solugdo agarizada, cor-
retamente orientada, onde € conveniente que o plantio seja efetuado
proximo & parede do tubo, de forma a possibilitar a observacéo dos
noédulos sem necessidade de desfazer o sistema;

Il - os tubos deverdo ser acomodados em suportes ade-
quados, de forma que toda a extensdo da solucéo agarizada (parte das
raizes) fique protegida da luz, e conduzidos para camara de cres-
cimento ou casa de vegetagdo; e

IV - ainoculagdo devera ser feita até o segundo dia apés a
colocagdo das sementes pré-germinadas nos tubos e consistird na
adicdo de aliquotas de 1,0 mL de cada diluigdo por tubo (unidade
teste), em triplicatas.

§ 12 Deverdo ser incluidos tubos controles positivos e ne-
gativos, conforme indicado anteriormente e o crescimento dar-se-a
em camara de crescimento ou casa de vegetacéo.

§ 22 A avaliacdo podera ser efetuada, com segurancga, dos 25
aos 35 dias apds a inoculagdo, ou quando o controle positivo apre-
sentar nodulago.

Art. 10. Para 0 Método do NUmero Mais Provével em Plan-
tas cultivadas em sacos de polietileno com solugdo nutritiva, deve ser
observado o seguinte:

| - os cultivos de plantas em sacos de polietileno para o teste
NMP sdo recomendados para sementes de leguminosas de tamanho
médio, como a leucena (Leucaena leucocephala) e ervilhaca (Vicia
sativa), e, para sementes grandes, como a soja e o feijdo, consiste em
acomodar uma plantula pré-germinada da cultura leguminosa espe-
cifica em sacos de polietileno contendo papel para germinagéo ou
outro suporte;

Il - os sacos de polietileno deverdo ter uma espessura ade-
quada (em torno de 0,12 mm), para que se sustentem, e as dimensdes
médias de base e atura de, aproximadamente, 130 x 140 mm;

Il - o papel para germinagdo deverd ter comprimento e
largura de, aproximadamente, 230 x 120 mm e sera dobrado e per-
furado para abrigar as sementes pré-germinadas, e os sacos de po-
lietileno contendo o papel para germinacdo com a pléantula serdo
dispostos em uma grade e adicionados volumes de 80 a 100 mL da
solucdo nutritiva de Norris ou similar, e a grade com o material sera
conduzida a cdmara de crescimento para posterior inoculacéo; e

IV - ainoculagdo devera ser feita até o segundo dia apés a
colocagdo das sementes pré-germinadas nos sacos de polietileno e
consistira na adigéo de aliquotas de 1,0 mL de cada dilui¢do por saco
(unidade teste), em triplicatas.

Paragrafo Unico. Conforme as plantas leguminosas forem se
desenvolvendo, adicionar solugdo nutritiva, a fim de atender a ne-
cessidade de consumo dos vegetais.
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Art. 11. Para o Método do Ndmero Mais Provavel em frascos
de vidro com solugdo nutritiva, deve ser observado o seguinte:

| - serem usados frascos de vidro de, aproximadamente, 400
a 600 mL, que permitam a adicdo de 300 a 400 mL de solugéo
nutritiva de Norris ou similar, suficiente para atender as exigéncias
das plantas, com diémetro aproximado de 7 a 8 cm e adtura de 15 a
20 cm, onde o papel para germinagdo utilizado como suporte deve ter
5 cm a mais de altura e 1,5 cm a mais de largura em relagéo as
medidas do frasco;

Il - afolha de papel dobrada deve ter duas abas fixadas as
bordas do frasco com o auxilio de um fio de l&tex ou barbante de
algoddo e a parte superior do papel devera conter um orificio, for-
mado entre as duas folhas do papel para segurar as sementes pré-
germinadas;

111 - colocar a solugdo nutritiva nos frascos, inserir o papel ja
dobrado, cobrir o frasco com uma folha de papel aluminio e fixar as
duas abas do papel para germinacdo e as bordas do papel de aluminio
a0 frasco, utilizando o fio de latex ou barbante de algoddo e es
terilizar os frascos em autoclave a 121°C e 1,0 atmosfera durante 30
minutos;

1V - apbs o resfriamento, fazer um pequeno orificio no papel
aluminio, na mesma posi¢do do orificio j& existente no papel para
germinagdo, onde seré colocada a semente pré-germinada;

V - os frascos devem ser de vidro &mbar ou envoltos com
papel opaco, a fim de evitar a incidéncia de luz na regido das raizes,
e serdo dispostos sobre balcdes em camara de crescimento ou casa de
vegetagdo; e

VI - ainoculagdo devera ser feita até o segundo dia apos a
colocag@o das sementes pré-germinadas nos frascos e consistira na
adicdo de aliquotas de 1,0 mL de cada diluicdo por frasco (unidade
teste), em triplicatas.

Art. 12. Para o Méodo do Numero Mais Provéavel em vasos
de Leonard, devem ser observados os seguintes procedimentos:

| - os vasos, que constam de um reservatério para solucdo
nutritiva e outro suporte para as plantas, podem ser improvisados com
garrafas de vidro comerciais comuns e para o reservatorio da solugéo
nutritiva, as garrafas sdo cortadas a cerca de 12 cm de altura a partir
da base;

Il - para obteng&o do suporte, que conterd o substrato com a
planta, sdo cortados os fundos das garrafas e redizado um fecha
mento do bocal da garrafa com rede pléstica de maha reduzida,
tecido de agoddo fino, ou similar, a fim de manter o substrato no
Vaso;

Il - o substrato usado para o preparo dos vasos podera ser
areia, vermiculita, ou a mistura de areia com vermiculita, ou outros
substratos referenciados na literatura; de modo geral, adicionam-se
2/3 do volume da parte inferior do vaso com solugdo nutritiva de
Norris ou similar e essa solugdo atinge a parte superior por ca-
pilaridade;

1V - no momento da distribui¢do, a solucéo nutritiva deve ser
constantemente agitada, para que o sulfato de calcio segja mantido em
suspensdo, sendo que os vasos e a solugdo nutritiva devem ser es-
terilizados e dispostos sobre balcdes em casa de vegetagdo preparada
para cultivo asséptico;

V - nos vasos, devidamente preparados, fazer o plantio das
sementes pré-germinadas; e

VI - ainoculagdo devera ser feita até o segundo dia ap6s a
colocagdo das sementes pré-germinadas nos vasos e consistird na
adicdo de aliquotas de 1,0 mL de cada diluicdo por vaso (unidade
teste), em triplicatas.

Art. 13. Para os diversos substratos, devem ser observados os
seguintes procedimentos:

| - para o substrato a base de areia

a) aareia a ser usada nos vasos de Leonard deve estar isenta
de nitrogénio e de qualquer elemento que possa causar toxidez as
plantas, onde toxidez de manganés ja foi observada em areias de
diversas procedéncias,

b) preliminarmente, a areia deve ser lavada com égua cor-
rente até que esta saia limpida e faz-se, a seguir, imersdo da areia em
HCI a 5%, durante cerca de cinco horas, com agitagdo ocasiona; a
seguir, drena-se o &cido e lava-se com &gua até a completa eliminagéo
do é&cido, sendo que a areia lavada e seca pode ser armazenada em
sacos de polietileno até o momento de uso;

Il - para o substrato & base de vermiculita:

a) a vermiculita € um argilomineral 2:1 com capacidade de
expansdo e contragdo, que lhe confere uma elevada plasticidade e
pegajosidade e, dependendo da origem, algumas vermiculitas sdo
muito acalinas;

b) recomenda-se a lavagem por imersdo em agua por cerca
de 8 horas, apds este periodo a lavagem com &gua corrente e secagem
de 90 a 100°C por 24 horas ou a temperatura ambiente, por cerca de
uma semang;

¢) a vermiculita que sera utilizada em vasos deve ser pe-
neirada com malhas entre ASTM n° 18 (1,0 mm) e n°® 7 (2,83 mm) e,
quando necessédrio, corrigir o pH para cerca de 6,5, sendo que, se
houver necessidade, para uma boa umidade inicial do substrato, pode-
se adicionar, antecipadamente a introducdo das sementes, aproxima-
damente 2,5 mL de solugdo nutritiva esterilizada por grama de ver-
miculita na parte superior do vaso;

I1l - para o substrato a base de mistura: os vasos poder&o ser
preparados com uma mistura de areia e vermiculita (1:1, v:v) ou de
outros substratos referendados na literatura.

Art. 14. Para as condi¢Bes de cultivo, deve ser observado o
seguinte:

| - a cmara de crescimento congtitui-se de uma sda as-
séptica com: controle automético da temperatura adequada ao Sis-
tema-teste (bactéria-planta); luminosidade de 500 a 1000 lumens,
fornecida por lampadas fluorescentes Growlux e Branca-Fria, con-
troladas, automaticamente, por temporizador para fotoperiodo (cor-
respondente a cada cultura); sistema automético de manutencdo da
umidade para 70% e estantes para receber as grades com os testes dos
produtos inoculantes;

Il - para a casa de vegetacao:

a) a manutencdo da limpeza da casa de vegetacdo é crucial
para o sucesso dos testes desenvolvidos e o processo de nodulagéo €
prejudicado por temperaturas elevadas (acima de 28-30°C nos vasos),
sendo, portanto, necessario que a casa de vegetagdo disponha de
sistema de refrigeracéo;

b) a pintura de seus vidros com tinta branca ou uso de
sombrites 65-70% permite suficiente luminosidade e atenua o pro-
blema da temperatura elevada durante o verdo.

Art. 15. Para o Célculo do Nimero de Células de Rizébios,
devem ser observados os seguintes procedimentos:

| - uma vez decorrido o prazo para formagéo de nddulos, no
sistema de cultivo em tubos, sacos de polietileno, frascos de vidro ou
vasos de Leonard, verifica-se o nimero de unidades com resultado
positivo de nodul ag&o;

Il - a presenca de pelo menos um nddulo no sistema ra-
dicular da unidade teste Ihe confere resultado positivo e trés dilui¢des
(D1, D2 e D3) serdo adotadas para fins de cdculo, sendo que as
diluigBes subsequentes a Ultima ndo deverdo apresentar nenhuma uni-
dade teste positiva;

Il - o nimero de unidades teste positivas de cada diluicso,
observando a coluna para D1, D2 e D3 da Tabela 3, indicara o fator
NMP de células de rizébio;

IV - 0 ndmero de rizébios por grama ou mililitro de ino-
culante é calculado pela manifestagéo de nodulacéo nas repeticles das
trés diluigdes adotadas (D1, D2 e D3), por meio da seguinte for-
mula:

\ NUmero de rizébios/g ou mL =f x d |

na qual:

f = fator NMP da Tabela 3;

d = menor dilui¢do da série empregada, antes da diluicdo que
apresentar todos os tubos negativos;

V - o intervalo de confianga para o NMP sera determinado
por meio do célculo multiplicando-se a menor dilui¢do adotada (D1)
pelos valores correspondentes do intervalo de confianga minimo (IC
min.) e intervalo de confianga maximo (IC max.).

Art. 16. Para o Método do NUimero Mais Provavel (NMP)
para diazotréficas associativas e endofiticas, deve ser observado o
seguinte:

| - 0o NMP é um processo indireto de contagem de micro-
organismos que envolve a inoculagdo, geramente de 0,1mL, de di-
luicBes seriadas do produto inoculante, em frascos de aproximada-
mente 10mL contendo por volta de 5mL de meio semissdlido se-
misseletivo para um determinado grupo, género ou espécie avo (Ta
bela 1), com 3 ou 5 repeticOes;

Il - este método pressupde que a formagdo de pelicula ca-
racteristica dos organismos diazotréficos associativos confere caréter
positivo ao teste, enquanto que a auséncia confere cardter negativo a
este e para eficacia do teste a Ultima diluigdo tem de apresentar todas
as repeticOes negativas, evitando a subestimagdo do resultado;

Il - apartir da inoculago, o teste demanda cinco a doze dias
para sua conclusdo e se vale da Tabela 4(A e B) para a estimativa do
nimero de bactérias no produto inoculante; e

IV - a Tabela 04, de McCrady, abaixo, utilizada para a
estimativa do ndmero mais provavel (NMP), conforme Pochon &
Tardieux (1957):

Tabela 04
A - 3 tubos/diluicdo

Diluicdo com  |Numero de diazotr6- Diluicdo com Numero de diazotrofi-

crescimento ficos crescimento cos
000 00 222 35
001 0,3 223 4,0
010 0,3 230 3,0
011 0,6 231 35
020 0,6 232 4,0
100 04 300 25
101 07 301 40
102 11 302 6,5
110 0,7 310 45
111 11 311 75
120 11 312 11,5
121 14 313 16,0
130 16 320 95
200 0,9 321 15,0
201 14 322 20,0
202 20 323 30,0
210 15 330 25,0
211 20 331 45,0
212 30 332 110,0
220 20 333 140,0
221 30

B - 5 tubog/diluicéo

Diluicdo com  |NUmero de diazotré- Diluigdo com | Numero de diazotrofi-

crescimento ficas crescimento cas
000 0,0 400 13
001 0.2 401 17
002 04 402 20
010 0,2 403 25
011 04 410 17
012 0,6 411 20
020 04 412 25
021 06 420 20
030 0,6 421 25
100 0,2 422 30
101 04 430 25
102 0,6 431 30
103 0.8 432 4,0
110 04 410 35
111 0,6 441 4,0
112 08 450 4,0
120 0,6 451 50
121 08 500 25
122 1,0 501 30
130 0,8 502 4,0
131 10 503 6,0
140 11 504 75
200 05 510 35
201 0,7 511 45
202 09 512 6,0
203 12 513 85
210 07 520 50
211 09 521 70
212 12 522 95
220 09 523 12,0
221 12 524 15,0
222 14 525 17,5
230 12 530 80
231 14 531 11,0
240 14 532 14,0
300 0,8 533 17,5
301 11 534 20,0
302 14 535 25,0
310 11 540 130
311 14 541 17,0
312 17 542 25,0
313 20 543 30,0
320 14 544 35,0
321 17 545 45,0
322 2,0 550 25,0
330 17 551 35,0
331 20 552 60,0
340 20 553 90,0
341 25 554 160,0
350 25 555 180,0

Art. 17. Para o célculo do nimero de células de bactérias
associativas e endofiticas, deve ser observado o seguinte:

| - uma vez decorrido o prazo determinado, verificase o
nimero de unidades (frascos) com resultado positivo em cada di-
luicdo e, adotar-se-3, para fins de céculo, trés diluigdes (D1, D2 e
D3), sendo que as diluigBes subsequentes a Ultima ndo deverdo apre-
sentar nenhuma unidade teste positiva; e

Il - 0 nimero de células por grama ou mL de inoculante é
calculado por meio da seguinte formula:

\ NUmero de cdlulas’lgoumL = nx d x f |

na qual:

n = NMP de acordo com a Tabela 4;

d = Menor diluigdo da série empregada;

f = Fator de diluicdo (dez, no caso de inoculagédo de 0,1 mL
nos frascos com meio semissolido).

Art. 18. Para o Teste de Pureza dos Inoculantes, devem ser
observados 0s seguintes procedimentos:

| - aavaliagdo da pureza dos inoculantes devera ser realizada
pelo método do espalhamento em placas de Petri;
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Il - aaliquota de 0,1 mL da diluicdo em 105 é inoculada na
superficie de meios de cultura especificos para cada organismo, em
placas de Petri, e esse in6culo deve ser uniformemente distribuido na
superficie do meio, usando-se para isso um bastéo de vidro com uma
extremidade em triangulo (al¢a de Drigalski), sendo que deverdo ser
feitas trés repeticoes das andlises A e B;

Il - aincubagéo deve ser feita na faixa de 28°C a 30°C para
rizébios, ou na temperatura recomendada para 0s micro-organismos
declarados em outros produtos inoculantes e a primeira observagéo,
para acompanhar o eventual desenvolvimento de col6nias de outros
micro-organismos devera ser efetuada diariamente a partir do 2° dia
da incubagdo;

IV - especificamente no caso dos rizébios, sera empregado o
meio 79 com o corante vermelho Congo e como, de uma forma geral,
estes micro-organismos ndo absorvem o corante em questdo, 0 apa-
recimento de col6nias avermelhadas seréd tido como indicativo de
contaminagao;

V - na impossibilidade de emprego de um meio diferencial
ou corante que permita distinguir prontamente coldnias das estirpes
do inoculante de eventuais contaminantes, a diferenciacdo deve ser
feita pela andlise criteriosa das caracteristicas morfofisioldgicas da
coldnia da bactéria alvo; e

VI - caso a andlise morfolégica ndo sgja suficiente para
separacdo das coldnias de contaminantes e nos casos em que coldnias
avermelhadas pelo corante vermelho Congo apresentem as mesmas
caracteristicas morfofisiolégicas das col6nias da estirpe de rizébio do
produto, testes complementares de identidade dever&o ser realizados,
sendo que estes podem envolver desde exame microscopico, testes
bioquimicos, sorologia até testes moleculares, dependendo da ne-
cessidade.

Art. 19. Para a ldentificagéio das Estirpes por Soroaglutinagdo
Direta, deve ser observado o seguinte:

| - a caracterizagdo rapida das estirpes presentes no ino-
culante esta fundamentada no fato de que uma suspensdo de bactérias
do produto, que seria o antigeno, aglutina especificamente com o
antissoro da estirpe que deu origem ao inoculante;

Il - o laboratério devera dispor das estirpes autorizadas para
a fabricagdo de inoculantes e possuir os soros especificos (antissoro)
referentes as estirpes autorizadas para a identificagdo sorolégica das
estirpes que constituem os inoculantes;

Il - a verificagdo do titulo do antissoro consiste em fazer
reagir diluigdes sucessivas do antissoro com o antigeno homaélogo e,
em todas as 96 cavidades de uma microplaca, distribuem-se 50 pL de
solucéo fisiologica;

IV - na primeira coluna colocam-se 50 pL de soro diluido
1:100 e na segunda coluna acrescenta-se 0 soro a ser testado e dilui-
se, transferindo-se 50 L da segunda para a terceira coluna e assim
sucessivamente, até a décima segunda colung;

V - na décima segunda cavidade descartam-se os 50 pL de
solugdo e acrescentam-se 50 pL de solugdo antigena conforme o
respectivo soro a ser testado;

VI - apbs a vedacdo das microplacas, agita-se por 5 minutos
em agitador orbital e deixa-se a temperatura ambiente por 24 horas
para verificagdo da leitura do titulo e sdo utilizados os soros com
titulo minimo de 1:512;

VIl - o antigeno é preparado a partir da inoculagdo de dois
tubos com meio de cultura em bisel (A e B), contendo meios es-
pecificos para a bactéria do produto inoculante, de uma aliquota de
400 pL do produto liquido ou da diluicdo 10 do produto inoculante
turfoso e, também, podera ser preparado a partir do raspado de varias
coldnias crescidas nas placas de Petri da contagem e inoculagdo nos
tubos com os meios especificos;

VIII - apds o crescimento da massa celular nos tubos (2 a 5
dias de incubacdo em estufa bacterioldgica a 28°C), € preparada a
solugdo antigena para o teste de soroaglutinacdo direta, sendo que se
adiciona o volume de 3,0 a 4,0 mL de solug&o fisiol6gica e procede-
se araspagem da massa celular assepticamente, tomando-se o cuidado
de ndo ferir o meio de cultura;

IX - esta suspensdo de bactérias é transferida para outro tubo
de ensaio esterilizado e levado para a fervura em banho-maria
(100°C) por 30 minutos a fim de romper a parede celular bacte-
riang;

X - para cada teste de soroaglutinago, também, deverdo ser
preparadas suspensdes antigenas com as culturas puras das estirpes
autorizadas para a produgdo do inoculante (testemunha ou controle
positivo do teste sorol6gico) e, apods a fervura, a suspensao bacteriana
€ diluida com solucéo fisioldgica para atingir a concentragéo na faixa
de 108 a 10° (conforme a escala de McFarland) e esta pronta para ser
utilizada;

XI - para a elaboragéo do teste soroaglutinagdo direta, sdo
utilizados: solugdo fisioldgica, o soro controle negativo (obtido de
coelho que ndo foi inoculado com nenhuma estirpe), 0s antissoros
especificos para 0 reconhecimento das estirpes autorizadas para a
producdo do inoculante em questdo, as suspensdes antigenas das
culturas puras e a suspensdo antigena obtida do inoculante a ser
testado;

XIl - o soro a ser utilizado é diluido 1:100 em solugdo
fisiolégica esterilizada e distribui-se em cada coluna de uma mi-
croplaca de 96 cavidades 50 pL de cada antissoro (especifico por
estirpe e do controle negativo);

Xl - na coluna seguinte & do soro controle negativo, séo
distribuidos 50 pL de solugéo fisioldgica e, a estas cavidades pre-
enchidas, acrescentam-se 50 pL da solugdo antigena (das estirpes
puras e do inoculante a ser testado) em cada linha; e

X1V - homogeiniza-se de 1 a 5 minutos em agitador orbital,
veda-se com tampa ou parafilme, leva-se ao banho-maria a apro-
ximadamente 56°C e é realizada a leitura apds 2 horas ou deixa-se a
placa vedada a temperatura ambiente para proceder a leitura apos 24
horas, sendo que o teste é realizado em duplicata.

Art. 20. Para a leitura do resultado do teste de soroaglu-
tinag8o, deve ser observado o seguinte:

| - areagdo é considerada positiva se houver a presenca de
aglutinagdo (formagdo de grumos no fundo da placa) e negativa
quando houver a formagéo de um ponto branco (bot&o) no fundo da
cavidade da placa;

Il - para que o teste sgja considerado vdlido, os controles
positivos (suspensdes antigenas das estirpes puras) deverao apresentar
formag&o de grumos (reagdo positiva), e os controles negativos (soro
negativo e solugdp fisioldgica) ndo devem apresentar grumos no fun-
do da cavidade da placa; e

Il - h& casos raros de autoaglutinagdo da bactéria em pre-
senca de eletrolitos e, nesse caso, a aglutinagdo vai ser observada em
todas as diluicOes e, até mesmo, nos controles negativos.

Art. 21. Para a ldentificagdo por Técnicas da Biologia Mo-
lecular, devem ser observados os seguintes procedimentos:

| - as andlises para a obtencéo dos perfis de BOX-PCR sdo
redlizadas, preferenciamente, com o DNA extraido das bactérias
crescidas em caldo, e as andlises também podem ser feitas dire-
tamente utilizando col6nias puras ou meio liquido;

Il - para a extracdo do DNA, as bactérias podem ser co-
locadas para crescer em 5 a 20 mL de meio 79 por 3 a 10 dias,
dependendo da taxa de crescimento, que pode ser de répida (3 dias)
a muito-lenta (10 dias), a 150 a 200 rpm, em temperatura de, apro-
ximadamente, 28°C, com incubagdo no escuro;

Il - as bactérias também podem ser colocadas em outros
meios que se mostrem adequados para o crescimento, por exemplo, o
meio "triptona-extrato de levedura’ (TY, tryptone-yeast, contendo, em
1 litro: 5,0 g de triptona; 3,0 g de extrato de levedura; CaClz.H20,
0,87 g; completado com agua deionizada e pH gjustado a 6,8 a 7,2;
Somasegaran & Hoben, 1994), Util no caso de bactérias apresentando
grande producdo de exopolissacarideos,

IV - apds o periodo de crescimento, centrifugar as suspen-
sbes bacterianas a, aproximadamente, 10.000 rpm, a 4°C, durante 10
minutos e descartar 0 sobrenadante, e todas as solugdes utilizadas
para a extragdo do DNA devem ser previamente autoclavadas;

V - ressuspender o pélete e lavar por trés vezes, com 5 mL
de solucdo fisiolégica (NaCl a 0,85%) podendo, ainda, no caso de
bactérias com grande producdo de exopolissacarideos, fazer uma Ul-
tima lavagem com solugéo salina tamponada de fosfato (PBS 1 X,
contendo, em 500 mL: 4,383 g de NaCl 150 mmol.L; 0,1793 g de
NaH2PO4.H-0 2,6 mmol.L-%; 1,36 g de NapHPO4.12H,0 7,6 mmol. L-
l);

VI - centrifugar e descartar o sobrenadante e, depois da
Ultima lavagem, acrescentar 1,0 mL de solugdo fisiologica ou PBS,
homogeneizar e transferir o pélete para um tubo de ensaio de vidro ou
outro recipiente;

VII - ajustar a concentrag@o de células a, aproximadamente,
10° células.mL%, pela adi¢do de solugéo fisiol6gica e calibragdo, que
pode ser efetuada utilizando diferentes métodos, incluindo leitura da
densidade 6tica em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
520 a 540 nm (caso a curva de crescimento da bactéria ja tenha sido
determinada), ou por leitura em camaras de contagem de Petroff-
Hausser ou Neubauer ou, ainda, visualmente, utilizando padrdes de
solugdes de McFarland de sulfato de bario (Somasegaran & Hobem,
1994);

VIII - transferir aproximadamente 1,4 a 1,5 mL para um ou
outro tubo de PCR de 1,7 ou 2,0 mL de capacidade (no tubo de 1,7
mL a visualizagdo do pélete é mais f&cil), centrifugar a 12.000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente (21 a 23°C) e descartar o
sobrenadante;

IX - em seguida, ressuspender o precipitado em 400 pL de
TE 50:20 (50 mmol.L-*de Tris, pH 8; 20 mmol.L-! de EDTA-Na, pH
8), adicionar 50 pL de SDS a 10% (10 g de dodecil sulfato de sodio
em 100 mL de &gua), 10 pL de proteinase K (10 mg.mL-1, mantida
no congelador), 10 pL de lisozima (5 mg.mL%, mantida no con-
gelador), 2 pL de RNAse (10 mg.mL%, mantida conforme espe-
cificagdo do fabricante) e, entdo, incubar a 37°C por, aproximada
mente, 1 hora (ou até que o material se torne mais claro);

X - na sequéncia, as amostras podem ser homogeneizadas
com ponteiras de 1 mL com a ponta cortada (aspirar e soltar o
material bem lentamente), por trés vezes, para retirar a viscosidade e,
a seguir, acrescentar 30 pL de NaCl 5 mol.L! (resultando em uma
concentragdo fina de 250 mmol.L%), 70 pL de AcONa mol.L*
(concentragéo final de 300 mmol.LY) e 28 pL de H,O ultrapura
estéril;

X1 - as amostras devem ser bem homogeneizadas e deixadas
em repouso por 1 hora em refrigerador (aproximadamente 8°C) e, em
seguida, centrifugadas a 12.000 rpm durante 15 minutos, em tem-
peratura ambiente;

XII - recolher 300 pL do sobrenadante de cada amostra e
adicionar 600 pL (ou 2 volumes, no caso de menor volume de
sobrenadante) de etanol puro (95 a 99%) gelado (aproximadamente -
20°C) armazenando-se, entdo, por uma noite, a -20°C e, no dia se-
guinte, centrifugar as amostras a 12.000 rpm durante 15 minutos, em
temperatura ambiente, descartar o etanol e adicionar 400 pL a 1000
pL de etanol a 70% (gelado), visando lavar bem o pélete e retirar o
excesso de sais, e

Xl - centrifugar novamente a 12.000 rpm durante 5 mi-
nutos, em temperatura ambiente, descartar 0 etanol e secar os pre-
cipitados, também em temperatura ambiente por, aproximadamente, 3
horas e ressuspender os precipitados em 50 pL de &gua ultrapura
estéril ou TE 10:1 (10 mmol.L? TrissHCI pH 8; 1 mmol.L-1 EDTA,
pH 8), ambos previamente esterilizados, sendo que as amostras po-
dem ser armazenadas a -20°C, mas a qualidade do DNA sempre deve
ser verificada antes de cada andlise.

Art. 22. Para a verificago da qualidade do DNA, deve ser
observado o seguinte:

| - para confirmar a concentragdo e pureza do DNA, as
amostras podem ser submetidas a eletroforese em minigel de égarose
de 10 x 11 cm a 1,0% [0,4 g de agarose em 40 mL de TBE 1X (10,8
g de Trishase; 55 g de &cido bérico; 4 mL de EDTA, 05 M,
gjustado em pH 8, para cada litro de solucdo)];

Il - aplicar a amostra, utilizando 2 pL da amostra, adi-
cionados a 2 pL de tamp&o de amostra (0,25% de azul de bromofenol
e 40% de sacarose ou 30% de glicerol) e submeter a eletroforese
durante 40 minutos a 80 V; como essa € apenas uma etapa de ve-
rificacdo, outros tamanhos de géis, bem como o tempo e a voltagem,
podem ser aterados;

Il - a concentragdo do DNA pode ser verificada por com-
paracdo com padrées de peso molecular conhecidos, por exemplo,
LambdaTM (InvitrogenTM) ou Low DNA Mass Ladder (Invitro-
genTM), ou outro padrdo similar;

IV - a pureza do DNA deve ser verificada ap6s a coloragio
com brometo de etidio (40 pL do estoque a 1% em 800 mL de &gua
destilada) e visualizagdo em um transluminador sob radiagdo ultra-
violeta de comprimento de onda curto, ou pelo uso de outro corante
que tenha a mesma finalidade, adequando os filtros e comprimentos
de onda para esse corante; e

V - equipamentos de quantificagdo de DNA também podem
ser utilizados e a pureza do DNA pode ser verificada, no gel, pela
observagdo de uma Unica banda de DNA, sem quaquer tipo de
arraste; no caso de leitura em espectrofotdmetro, a relagdo das leituras
nos comprimentos de onda 260/280 nm deve ficar entre 1,8 e 2,0; e
a concentragdo do DNA deve ser gjustada para a concentragdo de-
sgjada, recomendando-se 50 ng.pL%, usando &gua ultrapura esteri-
lizada como diluente.

Art. 23. Em relacdo a Técnica de BOX-PCR, deve ser ob-
servado o seguinte:

| - para a amplificagdo do DNA, utilizar o primer (oli-
gonucleotideo) BOX (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3)
(Versdovic et a., 1994; Koeuth et a., 1995), com as reacOes de
amplificac8o efetuadas conforme as modificacBes especificadas por
Fernandes et al. (2003) e Kaschuk et a. (2006);
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Il - visando a uniformizag8o para a obtenc&o de perfis idén-
ticos, a reacdo de amplificag@o devera ser conduzida em um volume
fina de 25 pL, contendo: &gua ultrapura esterilizada, 13,8 pL;
dNTPs, 5,0 L (estoque com 1,5 mmol.Lt de cada base); tampdo
10X (500 Mm KCI; 200 Mm Tris-HCI, pH 8,4), 2,5 pL; MgCly, 1,5
pL (50 mmol.L"Y); oligonucleotideo, 1,0 pL (50 pmol.uL-t); DNA,
1,0 uL (50 ng.uLY); Tag, 0,2 L (5 U.uLY), sendo que as con-
centragBes podem ser gjustadas no caso de reagentes com concen-
tragOes distintas;

I - incluir sempre tubos-controle, sendo um negativo, ape-
nas com os reagentes e sem DNA (para verificar possiveis con-
taminagdes), e um positivo contendo a estirpe padréo de compa-
racéo;

IV - a amplificag@o serd realizada usando a seguinte pro-
gramagdo: uma etapa de desnaturacdo inicia a 95°C por 7 min; 30 a
35 ciclos intermediérios de desnaturagéo (1 min a 94°C), anelamento
(1 min a 53°C) e extensdo (8 min a 65°C); uma etapa de extensdo
final a 65°C por 16 min; manutencdo a 4°C;

V - para DNA extraido, 30 ciclos intermediarios sdo su-
ficientes, enquanto, para células ou colbnias, recomendam-se 35 ci-
clos (Versalovic et d., 1994);

VI - depois da amplificacdo, adicionar, aos 25 pL de cada
reacdo, 5 L de tampdo (0,25% de azul de bromofenol e 40% de
sacarose ou 30% de glicerol) e preparar um gel de &garose (low EEO,
type I-A) de, aproximadamente, 20 X 25 cm a 1,5%, diluido em
tampé&o TBE 1X (10,8 g de Trisma-base; 5,5 g de &cido bérico; 4 mL
de EDTA Na& 0,5 M; pH 8,0 em 1 L de &gua destilada); adicionar
250 mL da solugdo a bandeja da cuba de eletroforese;

VII - nas canaetas do gel, colocar 30 L de cada amostra,
com excegdo da primeira canaleta, da Ultima e, preferencialmente,
também da central, nas quais devem ser colocados 5 pL de padréo,
por exemplo, do padrdo de peso molecular de 1 kb plus DNA Lad-
der™ (Invitrogen™), ou outro padréo similar;

VIl - para preparar o padréo de 1 kb plus DNA Ladder™,
para cada 1 pL do marcador, adicionar 2 L de tamp&o de amostra e
7 L de &gua ultrapura esterilizada; desse modo, a aplicagdo de 5 pL
corresponde a 0,5 pg de padréo;

I1X - aplicar a voltagem de 120 V (aproximadamente 5 V.cm
1) e correr a temperatura ambiente por, aproximadamente, 6h30min
(entre 6 e 7 h), até que faltem cerca 2 cm para o fina do gdl;

X - o tamanho e volume do gel e a voltagem devem ser
rigorosamente padronizados; corar o gel conforme descrito nesta me-
todologia para a verificagcdo da qualidade do DNA; visuaizar em
transiluminador e fotografar; e

X1 - como padrdo de comparagdo para as condi¢es de am-
plificacdo e equipamentos de cada laboratério, recomenda-se utilizar,
nas corridas, a estirpe de Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079
(=CPAC 15), sendo que se recomenda que bandas de peso molecular
(PM) iguais ou superiores a 12.000 e inferiores a 300 pares de base
(pb) ndo sgjam consideradas, pois apresentam maior variabilidade e
podem representar falsos produtos de PCR.

Art. 24. Para as estirpes que apresentarem Perfis |dénticos
por BOX-PCR, deve ser observado o seguinte:

| - no caso de estirpes apresentando 0 mesmo perfil de BOX-
PCR, podem-se obter, em caso de necessidade de comprovacdo de
identidade, os perfis de ERIC-PCR ou REP-PCR; para a amplifi-
cagdo, utilizar-se-80 os pares de primers (REP 1R e REP 2I; ERIC 1R
e ERIC 2) descritos por de Bruijn (1992) e Versalovic et al. (1991,
1994), como se segue:

a) REP 1R -5-11IICGICGICATCIGGC- 3;

b) REP 2| - 5-ICGICTTATCIGGCCTAC-3;

c) ERIC 1R - 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3; e

d) ERIC 2 - 5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3;

Il - a extracdo de DNA e verificagdo da pureza seréo rea-
lizadas conforme descrito para BOX-PCR e para a reagdo de am-
plificagdo, utilizar as mesmas concentragbes recomendadas para
BOX-PCR, exceto que, pela utilizagdo de dois primers, adicionando 1
pL de cada primer (50 pmol.uLt), o volume final de 25 L levard 1
pL a menos de &gua ultrapura esterilizada;

Il - a reagcdo de amplificacdo serd realizada segundo de
Bruijn (1992) e Versaovic et a. (1994), com as modificagdes efe-
tuadas por Santos et a. (1999), resultando na programacdo descrita a
seguir: REP 1R e REP 2I: uma etapa a 95°C por 7 min.; 30 a 35
ciclos a 94°C por 1 min., a 53°C por 1 min. e a 65°C por 8 min; uma
etapa final de extensdo a 65°C por 16 min., mantendo-se, entéo, a
4°C; e

IV - para os primers ERIC 1R e ERIC 2, a programag8o seré
de: uma etapa de 95°C por 7 min.; 30 a 35 ciclos a 94°C por 1 min,
a 52°C por 1 min. e a 65°C por 8 min; uma etapa fina de extensdo
a 68°C por 16 min, mantendo-se, entdo, a 4°C, realizando a corrida de
eletroforese conforme descrito para BOX-PCR.

Art. 25. Para a recuperagdo e quantificagdo de bactérias em
sementes inoculadas, deve ser observado o seguinte:

| - Método 1 - Recuperagdo e quantificacdo de Bradyrhi-
zobium em sementes inoculadas (RELARE, 2007):

a) efetuar o tratamento das sementes (quando for 0 caso) e a
inoculagdo, deixar secar por um periodo de até 4 horas, registrar a
umidade do ar e a temperatura do local; esta operagdo deve ser
efetuada, preferencialmente, com umidade do ar superior a 45% e
temperatura entre 20 e 30°C;

b) tomar amostras de 100 sementes (considerando o peso de
100 sementes da cultivar) e colocar em erlenmeyer A esterilizado,
com 90 mL de solugdo fisiolégica (NaCl a 0,85%);

¢) adicionar 2 a 3 gotas de Tween 80 (polioxietilenorbitano
monolaurato) e agitar por 15 minutos (primeira lavagem);

d) agitar manualmente e transferir a suspensdo do erlenmeyer
A para o erlenmeyer B, também esterilizado, com capacidade minima
de 250 mL;

€) adicionar outros 90 mL de solugdo fisiolégica com 2 a 3
gotas de Tween 80 ao erlenmeyer A e agitar por 15 minutos (segunda
lavagem);

f) agitar manualmente e transferir a suspensdo para o er-
lenmeyer B;

g) completar o volume do erlenmeyer B com solugdo fi-
siolégica, totalizando 200 mL;

h) tomar aliquotas de 10 mL da suspensdo (erlenmeyer B) e
colocar em erlenmeyer C esterilizado contendo 90 mL de solugéo
fisiol6gica e agitar para obter a diluigdo 10°%;

i) tomar aiquota de 1 mL da diluicdo 102, colocar em frasco
estéril com 9 mL de solugéo fisioldgica, obtendo a diluigdo 10%

j) repetir a operagdo anterior até obter a diluicdo 10,

k) a contagem deve ser feita em placas de Petri por meio da
técnica do espalhamento utilizando-se 0 meio de cultura semisseletivo
Ikuta (arts. 38 e 39);

1) incubar as placas em estufa a 28-30°C por 10-12 dias,
realizar a contagem das placas, registrar o resultado e, no caso de
presenca de contaminagao, recorrer & contagem sob lupa para facilitar
o reconhecimento das colénias da(s) estirpe(s) utilizada(s) no ino-
culante;

m) para contagem, deve ser considerada a dilui¢do cuja mé-
dia de contagem das trés placas estiver na faixa entre 30 e 300 UFC
e, se nenhuma das diluicOes sucessivas estiverem dentro dessa faixa,
calcular a média das duas dilui¢des mais préximas da faixa de con-
tagem;

n) caso uma das repeticdes apresente discrepancia acima de
50% da média das outras duas placas, esta ndo deve ser considerada
no céculo da média;

0) 0 nimero de bactérias recuperadas das sementes é dado
pela seguinte formula:

N° de células recuperadas/semente = f x N x 200 / 100, na
qual:

f = fator de diluigéo;

N = nimero médio de colbnias das trés placas na diluigio
selecionada;

200 = volume total da solucdo de lavagem;

100 = nimero de sementes;

p) o fator de diluicdo é dado pela reciproca da diluicdo na
placa multiplicada por dez, no caso de inoculagéo de 0,1 mL; e

) como exemplo, considerando-se a inoculagdo de 0,1 mL
das diluigdes 102, 102 e 104, o cédculo pode ser efetuado em-
pregando-se os seguintes fatores constantes da Tabela 05 a seguir:

Tabela 05
Diluicéo Fator (f) N° de células recuperadas/semente
102 103 x 103
108 107 x 10%
104 10° x 10°

I - Método 2 - Recuperagdo e quantificagio de Rizdbios em
sementes inoculadas (Penna et al., 2004):

a) efetuar o tratamento das sementes (quando for o0 caso) e a
inoculagdo em 500 a 1000 gramas de sementes, quando se tratar de
inoculante liquido e em mais de 1000 gramas de sementes quando o
inoculante for turfoso e registrar a umidade do ar e a temperatura do
local; esta operagdo deve ser efetuada, preferenciamente, com umi-
dade do ar superior a 45% e temperatura entre 20 e 30°C;

b) opcionalmente, o teste pode ser efetuado em amostras com
menor peso de sementes, especialmente para sementes pequenas,

¢) para inoculagdo, colocar as sementes em uma bolsa de
polietileno com capacidade trés vezes maior que o volume ocupado
pelas sementes a serem tratadas e acrescentar as quantidades dos
produtos nas sementes, deixar um volume de ar equivalente ao ocu-
pado pelas sementes, fechar a bolsa e misturar com movimentos
rotatérios para a correta distribuico dos produtos nas sementes; logo
apos, transferir as sementes tratadas para uma bandeja e deixar secar
por um periodo de duas horas;

d) tomar amostras de 100 sementes (considerando o peso de
100 sementes da cultivar) e colocar em erlenmeyer esterilizado com
capacidade de 250-300 mL, contendo 100 mL de solugdo fisiol6gica
com Tween 80 (polioxietilenorbitano monolaurato), preparada com a
adicdo de 0,4 mL de solucéo estoque de Tween 80 em um litro de
solugdo fisiolégica (NaCl a 0,85%);

€) colocar o erlenmeyer em agitador orbital pelo periodo de
15 minutos (esta diluicdo representa 10°);

f) tomar aliquota de 1,0 mL da diluicdo 10° colocar em
frasco esterilizado com 9,0 mL de solugéo fisioldgica (NaCl 0,85%),
obtendo a diluigdo 10 e repetir a operagdo anterior até obter a
diluicdo 10%;

g) inocular, em triplicata, 0,1 mL das diluiges, por meio da
técnica do espalhamento, em placas de Petri contendo o meio 79 com
vermelho Congo, vancomicina e actidione, como descrito no art.
40;

h) incubar as placas em estufa a 28-30°C por sete dias;
marcar e contar as unidades formadoras de colbnias e registrar o
nimero contado e, no caso de presenca de contaminaggo, recorrer a
contagens sob lupa para facilitar o reconhecimento das col6nias da(s)
estirpe(s) utilizada(s) no inoculante;

i) para contagem, deve ser considerada a dilui¢do cuja média
de contagem das trés placas estiver na faixa entre 30 e 300 UFC e, se
nenhuma das dilui¢Bes sucessivas estiverem dentro dessa faixa, cal-
cular a média das duas diluigbes mais proximas da faixa de con-
tagem;

j) caso uma das repeticOes apresente discrepancia acima de
50% da média das outras duas placas, esta ndo deve ser considerada
no cédlculo da média;

k) o nimero de bactérias recuperadas das sementes é dado
pela formula:

N° de células recuperadas/semente = f x N, na qual:

f = fator de diluicdo e N = nimero médio de colbnias das
trés placas na diluicdo selecionada;

1) o fator de diluigdo é dado pela reciproca da diluicdo na
placa multiplicada por dez, no caso de inoculagdo de 0,1 mL; e

m) Como exemplo, considerando-se a inoculagdo de 0,1 mL
das diluigdes 102, 102 e 104, o cédculo pode ser efetuado em-
pregando-se os seguintes fatores da tabela 06 abaixo:

Tabela 06

Diluicdo | Fator (f) N° de células recuperadas/semente
102 103 x 103
103 104 x 10%
104 10° x 10°

§ 19 Alternativamente nos Métodos 1 e 2 constantes dos
incisos | e |l deste artigo podera ser utilizada a metodologia da gota
(drop plate) para a inoculagéo das placas e respectiva contagem (RE-
LARE, 2007).

§ 22 Essa metodologia consiste ha inoculagdo de uma gota de
aproximadamente 30 ul, por setor, das diluicbes seriadas a serem
avaliadas na superficie dos meios de cultura especificados (métodos |
e Il) em placas de Petri; as placas dever8o ser divididas em seis
setores, utilizando-se dois setores da placa por diluigéo.

§ 32 A inoculagdo € redlizada através da gota de cada di-
luicdo, em trés placas distintas, obtendo-se seis repeticSes por di-
luicdo; apds a absor¢do do inéeulo, as placas deverdo ser colocadas
invertidas em estufa a 28°C a 30°C pelo periodo de 7 a 12 dias,
quando entdo serd efetuada a contagem de UFC da diluigdo que
apresentar de 10 a 30 UFC por gota.

§ 42 O calculo do nimero de células recuperadas por semente
serd efetuado conforme descrito nos métodos | e 1, substituindo o
valor 10 (referente a0 uso de 0,1 mL) da metodologia do espa-
Ihamento pelo valor de 33,33, correspondente a aiquota de 30 pl
empregada.

Art. 26. Para os meios de cultura, o preparo das solugdes de
micronutrientes (solugdo A), vitaminas (solu¢do B), Tween 80, Van-
comicina e Actidione, empregadas em aguns dos meios de cultura, é
0 seguinte:

| - Solugdio A (micronutrientes), com 0s seguintes componentes:
NaMOO4.2H20......cc it 02¢9
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AQUALESLIAOAL...........ovoeececerie e 200 mL

Il - Solugdo B (vitaminas):
a) componentes:

BIOtNGL. ..ttt 10 mg
PIFIAOXINAL ..o 20 mg
AQUALESHIBOAL..........cveoeecveeeceee s 100 mL

b) dissolver em banho-maria e manter em refrigerador;

Il - Solucéo estoque de Tween 80 (2,5 % p/v), com 0s seguintes

componentes
TWEEN 80 ..ot e e 5049
AQUALESHIB0AGSD. ....vvoveeeveeeec e 200 mL

IV - Solugdo estoque de Vancomicina (cloridrato de vancomicina):
a) componentes:

Cloridrato de VanComiCiNa...........cceereveererrereeresrenieseeeesennd 0,009 g
Agua destilagda gSP........cveeververrerieeienieseesseeeessee e neeseenes 3,0 mL
b) procedimento: filtrar a solugdo em membrana esterilizante de
0,20 pm;

V - Solugdo estoque de Actidione (ciclohexamida):a) componentes:
CiclohexamidaL..........cccvvvviirrrire e 25 mg
Alcool etilico

b) filtrar a solugdo em membrana esterilizante de 0,20 pm.

Art. 27. Para 0 Meio de cultura 79 ou YMA (Yeast, Manitol, Agar)
com o corante Vermelho Congo (CRYMA - Congo Red, Yeast,
Manitol, Agar) Fred & Waksman (1928), deve ser observado o se-
guinte:

| - componentes:

L. KoHPO ettt 0549

2

3

4

5.

6

g z

7. Agua destilada...........cocoveeieciiciciiee e 1000 mL
8. Solucéo de Vermelho Congo..........ccovevevererirenienececricieinens 10 mL

Il - procedimentos:
a) para o preparo da solucdo de vermelho Congo, dissolver 0,25 g em
100 mL de &gua destilada;
b) preparo do meio: dissolver os componentes na ordem indicada na
formulagdo e gjustar o pH na faixa de 6,8 a 7,0; utilizar solucdo de
NaOH 0,1 M para elevar o pH e solugdo de HCI 0,1 M para baixar
o pH do meio de culturg;
c) para facilitar a distribuicéo nas placas, 0 meio deve ser esterilizado
em recipientes contendo 250 mL cada, realizando a esterilizagdo a
121°C em 1,0 atmosfera por 20 minutos e a distribuicdo assepti-
camente, na base de 15 - 30 mL/placa

Art. 28. Para 0 Meio Batata (Baldani & Dobereiner, 1980),
deve ser observado o seguinte:
| - componentes:

27 2= - TS 200 g
ACIHO MAICO......oeceeceeeeeeeee e 259
AGUCAN CliStal. .o 25¢9
Solugdo A (micronutrientes) 2,0 mL

Solugdo B (vitaminas)..........

Il - procedimentos:

a) descascar, pesar, cortar, lavar e colocar as batatas para ferver em
aproximadamente 500 mL de &gua destilada até o seu completo co-
Zimento;

b) paralelamente colocar 2,5 g de &cido mélico em 50 mL de &gua
destilada com 2 gotas de azul de bromotimol (solugéo 0,5% em KOH
0,2 mol. L1), colocando aos poucos KOH até ficar com pH 6,8-7,0
(verde) e adicionar 2,5 g de agUcar cristal, 2,0 mL de solugdo de
micronutrientes e 1,0 mL de solug&o de vitaminas;

c) filtrar em algod&o a &gua de cozimento da batata e, a seguir, juntar
ao filtrado a solugéo de &cido malico, aglcar cristal, micronutrientes
e vitaminas;

d) completar para 1000 mL com é&gua destilada e colocar o &gar por
ultimo.

Parégrafo Unico. Para preparar 0 meio batata com vermelho Congo,
usar 5,0 mL de solucgéo de vermelho Congo (sol. 0,25%) por litro de
meio de cultura.

Art. 29. Para o Meio Batata - P (Cavalcante e Ddbereiner,
1988), deve ser observado o seguinte:

| - componentes:

Il - procedimentos:
a) pesar a batata, descascar, lavar, cortar e colocar para ferver por
meia horg;
b) filtrar a batata com algodéo;
c) adicionar, ao filtrado, 100 g de aglcar cristal, 2,0 mL de mi-
cronutrientes para meio de cultura, 1,0 mL de vitamina para meio de
culturg;
d) completar o volume para 1000 mL com é&gua destilada;
€) gjustar o pH para 5,5 com é&cido acético sol. 10 %.

Art. 30. Para 0 Meio JMV (Baldani, 1996), deve ser ob-
servado o seguinte:

| - componentes:
MANITOL......cooiieiieiceetee e s 5049
K2HPO;, (solugéo a 10%j)....

KH2PO; (solugdo a 10%).... .18,0 mL
M@SO04.7H20(SOIUGED @ 10%0).....ccveueeerereeueieereeieenesieieeseseeienens 2,0 mL
NaCl (SOIUGED 8 10%0)......cueeererereeieireeieeeresieie e 1,0 mL
CaCl2.2H20 (SOIUGED @ 1%0).....cvrvveeeeerieeceereeines 2,0 mL
Azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N de KOH)........c.c....... 2,0
mL

FEEDTA(SOIUGED @ 1,64%0).....cciveveererreriereriereneneseereesesnessesees 4,0 mL
SOIUGED A (MICIONUEITENEES).......eeeeeeceeeeeeieese e 2,0 mL
SOlUGAD B (VITAMINGS)....vveiererererirereeeseeeeeee s 1,0 mL

Extrato de levedura....8 g (meio solido) / 1,9 a 2,0 g (meio se-
misolido)

Il - Procedimentos. gustar o pH para 5,0 - 5,4, completar a so-
lugéo para 1000 mL com é&gua destilada e adicionar o ..

Art. 31. Para o Meio JINFb (Herbaspirilum spp.) (Dobereiner,
1991), deve ser observado:

| - componentes:

ACIAO MEICO. ... ieseeestee e 509
KoHPO........ .0,6 g
KH2PO 1 vttt enenen 18¢
MOSO4.TH2O. ...ttt 02g
NaCl.....ccovueee. .0lg
CaCl2.2H:0. .0,02 g
SOIUGED A (MICIONULTTENEES).....c.ceveieeirerieeeiriee s 2 mL
B (VIAMINGS).....c.cirerieieieririeie et 1mL
Fe EDTA SOIUGA0 1,64%0......ccueuieieeiriiiceneniecinsnesesesnesssensessaenns 4 mL
Azul de Bromotimol (0,5% em 0,2 N KOH).....ccoooeeiererieeienennne 2 mL
Agar............... 15 a 18 g (meio sdlido) / 1,8 a 2,0 g (meio semi-
sdlido)

Il - procedimentos:

a) gjustar o pH para 5,8 com KOH e completar o volume para
1000 mL com é&gua destilada;

b) colocar as substancias na ordem indicada; e

c) adicionar 50 mg de extrato de levedura para 0 meio sdlido.

Art. 32. Para 0 Meio de Cultura LGI (A. amazonense) (Magahdes
et a., 1983), deve ser observado o seguinte:

| - componentes:

Sacarose 0U AGUCAr Cristal........cooveveverrninirenieeceeee e 5049
KzHPO4 ............................. ..0,2 g
KH2P04 ....... ..0,6 g
MgS04.7H20.. ..024g
CaCl2.2H20.....co et 002g
NaMOO4.2H20......cocmiiicieee e 0,002 g
Azul de Bromotimol (Sol. 0,5% em Etanol)..........cccceoevuereunnnne 5
mL

FEEDTA (S0l. 1,64%0).....ccueueeimrererineeeereneeeirenenetseressseesessesssessaesnens 4
mL

SOIUGED B (VItAMINGS)......cveieiiiiceccriciesieiee et 1mL
Agar........... 15 a 17 g (meio sdlido) / 1,7 a 1,89 (meio semissolido)

Il - procedimentos:

a) gjustar o pH para 6,0 a 6,2 com HSO4 e completar o volume
para 1000 mL com é&gua destilada; e

b) adicionar 50 mg de extrato de levedura para 0 meio solido.

Art. 33. Para 0 Meio de Cultura LG (Azotobacter spp. e Azomonas
spp.) (Lipman, 1904), dever ser observado:

| - componentes:

Sacarose 0U AGUCEN Cristal.........cceeerereeeieriresenesese e 20049
[0 [ © 7R 15 g
MgS04.7H20.... 0,20 g
NaM004.2H0.... ..0,002 g
FECI3.2H20. ..o .0,01g
Azul de Bromotimol (Sol. 0,5% em Etanol).........c.cooereieeurnees 5mL
CACOs. .. 1,00 g

Il - procedimentos; completar o volume para 1000 mL com &gua
destilada, gjustar o pH para 7,0 com NaOH e adicionar 15 g de

agar.

Art. 34. Para 0 Meio FAM (Azospirillum amazonense) (Ma-
galhées, 1983), deve ser observado o seguinte:

| - componentes:

FEEDTA (L,64%0)...c.cucverieeiririieiriscieineeieeseeieeseseies s sneses 4,0 mL
SOIUGED B (VItAMINGS).....c.covrveeieiirieieenirisie e 1,0 mL
SoluGao A (MICTONUEMENEES)......cveeieeiceciriciceicieereeereeeee s 2,0 mL
AQUA dESIAdAL.........ooeeeeeeees s 1.000 mL
Agar......... 15 a 18 g (meio sdlido) / 1,7 a 1,8g (meio semissolido)

Il - procedimentos:
a) gustar pH para 6,0; e
b) adicionar 200 mg de extrato de levedura para o meio sélido.

Art. 35. Para 0 Meio NFb (Azospirillum spp) (Ddbereiner,
1991), deve ser observado o seguinte:

| - componentes:

ACIAO MEICO. ...ttt 509
KzHPO4 .................................................................................... 0,5 g
MGSO4.7H20......cociiiiiiiicrc 01lg
CaCl2.2H20....co e 0,02g
SOIUGAD B (VItAMINGS).....ccvvveveiirieireririeieeisee et 1mL
SOIUGAD A (MICIONUELITENEES).....cueeeeeeeereeteieieeree e 2 mL
FEEDTA SOIUGED 1,64%........ccvvieeieerinceeereeeerresierneseeeseeneaesens 4 mL
Azul de Bromotimol (0,5% em 0,2 N KOH).....ccoeereeriniennens 2mL
AQUA dEStIA0AL.........ceeeeceeeeeeeeeee e 1.000 mL
Agar............. 15 a 18 g (meio sdlido) / 1,7 a 1,8 g (meio semi-
solido)

Il - procedimentos:
a) gjustar pH para 6,8 (gjustar com * 4,0 g de KOH);
b) adicionar 200mg de extrato de levedura para 0 meio solido.
Art. 36. Para o LGI-P (Gluconacetobacter diazotrophicus)
(Dobereiner, 1991), deve ser observado o seguinte:

| - componentes:
Sacarose ou agUcar cris-

MOSO4. TH20.......oeecieiereiceree et 0249
NaMO0O4.2H20......c.ciiiiii 0,002 g
FEEDTA (L,64%0).....cucrrerieerreriierierieerseseerseseseeseseseesesenesnesssesneseens 4 mL
Azul de Bromotimol (sol. 0,5% em 0,2 N de KOH).......c.ccce.eeee 2
mL

SOIUGED B(VItaMINGS).....ccvvveverieeeieirenieieesesie e 1mL
AQUA dESHIA0AL.........ceoveecreceeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.000 mL
Agar........... 18 a 20 g (meio sdlido) / 1,6 a 1,8 g (meio semis-
solido)

Este documento pode ser verificado no enderego eletrénico http://www.in.gov.br/autentiadedehtml,

pelo codigo 00012010111700009
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Il - procedimentos: gjustar pH = 5,5 (utilizar ac. Acético p/ atingir
pH necessario).

Art. 37. Para 0 Meio de Jensen para Tubos Gibson (tubos com
&gar inclinado ou vasos de Leonard) (Vicent, 1970), deve ser ob-
servado o seguinte:

| - componentes:

KzHPO4 (SO| 2%) ....................................................................... 10 mL
M@S04.7H20 (sol. 2%) + NaCl (SOl. 2%0)......ccccvrereereririrerenns 10
mL

CaHPO;, (sol. 10%) (ou Ca(H2PO4)2.H20 1,83 g/l)....ecvcvvennee 10
mL

FeCl3.6H20 (sol. 1.4 %) ou FeClz (S0l. 190).....c.ccuoeurmererrrererarenns 10
mL

SolUGEO de MICTONUEMENTE.......c.cvevererieirerer e 1mL
AQUA DESIATA ..o 1.000 mL

Il - procedimento: agjustar com KOH para pH = 6,7.

Parégrafo Unico. A Solucdo de micronutrientes 1 mL, constante do
inciso |, devera ser preparada para um litro de agua destilada com os
seguintes componentes:

MnS0..4H20....

ZnS04.7H.0.....

CUSO4.5H20 ................................................................................

NaMOO4H20.......coiiiiicrc e 0,09 g
Art. 38. Para 0 meio de cultura IKUTA (IKUTA, 1995),

devem ser observados 0s seguintes componentes:

O Y 4T o) TR 5049

4. MgS04.7H0O .
5. Solugéo de Vermelho Congo (0,250/100 ML).......ocervereecreenes 10
mL
6. AQAr-80a0 ... 10,0a150g
7. Agua destilada. 1000 mL
Art. 39. Para o preparo das solugdes estoques (10 mL) dos

antimicrobianos que ser&o adicionados no meio de cultura IKUTA,
deve ser observado o seguinte:
| - Acido Nalidixico (20mg/mL), 0,2g (em NaOH 0,1N) adicionar 0,5
mL;
Il - Neomicina (20mg/mL), 0,2g (em é&gua destilada) adicionar 1,5
mL;
Il - Cloranfenicol (20mg/mL), 0,2g (etanol:agua destilada, 1:1. v:v)
adicionar 1,5 mL;
IV - Actidione (10mg/mL) 0,1g (em &gua destilada) adicionar 0,1

mL;
V - Triazol (2,5%), 0,259 (em &gua destilada) adicionar 0,4 mL; e

V1 - procedimentos:
a) preparo do meio: dissolver os componentes na ordem indicada na
formulagdo, ajustar o pH na faixa de 6,8 a 7,0 e utilizar solu¢éo de
NaOH 0,1 M para elevar o pH ou solugéo de HCI 0,1 M para baixar
0 pH do meio de cultura;
b) as solugdes antimicrobianas estoques deverdo ser esterilizadas por
passagem em filtro de 0,2 um antes de serem adicionadas ao meio
autoclavado.

Art. 40. Para 0 Meio 79 com vermelho congo, vancomicina
e actidione, deve ser observado o seguinte: a cada 300 mL de meio 79
com vermelho Congo (art. 27) esterilizado na temperatura aproxi-
mada de 45-50°C, adicionar 100 pL de solugdo de vancomicina e de
200 pL de solugéo de actidione (cicloheximida); a solugdo de ac-
tidione no meio de cultura é optativa e a solugdo de actidione devera
ser esterilizada por membrana de filtro 0,2 um e adicionada ao meio
apds autoclavagem do mesmo.

Art. 41. Para as solugfes nutritivas, deve ser observado o
seguinte:

| - Solugdo nutritiva de Norris (Norris & Date, 1976), nas
tabelas 07, 08 e 09 abaixo:

Tabela 07

Ingrediente Sol. Estoque/L  |Quant./L
01- KCl 298¢ 25 mL

02- K2HPO4 69,6 g 25 mL

03- MgSO4.7H,0 98,6 g 25 mL

04- CaS04.2H,0 - 0,344 g*
05- Solugéo Estoque n® 1 0,5 mL

06- Solucéo Estoque n° 2 - 10mL

07- Agua destilada p/ 1.000 mL p/ 1.000 mL

*preparar em cadinho com &gua destilada suficiente para
formar uma pasta e moer muito bem.

Tabela 08

Solugdo Estoque n° 1 Quant./L
01- CuS04.5H,0 0,078 g

02- ZnSO4.7H,0 022 g

03- MnS04.4H,0 203 g

04- (NH4)s M07024.4H,0 0,01 g

05- HsBO3 1439

06- Agua destilada p/ 1.000 mL

Tabela 09
Sol ucdo Estoque n° 2 Quant./L
Citrato de Fe 1,795 g
(CeHs0y. Fe 5H,0) .
02- Agua dedtilada p/ 1.000 mL

Il - Agar (8 a 10 g/L) - A inclusfio do 4gar na solugio
nutritiva de Norris ou similar se destina aos testes em tubos de
ensaio;

Il - os sais devem ser adicionados a &gua destilada na ordem
em que estdo indicados a fim de evitar reagBes secundarias e pre-
cipitacdo e a solugdo nutritiva deve ser constantemente agitada no
momento de sua distribui¢do, sendo que o pH fina da solu¢do nu-
tritiva deve ser de 6,5 e, aternativamente, pode ser empregada a
solucdo nutritiva de Jensen (Vicent, 1970).

Art. 42. Para a solugdo de Hoagland para tubos (BALDANI
et a., 2000), deve ser observado o seguinte:

| - componentes:

KH2PO4 SOL.L M.t 1,0 mL
KoHPO4 SOLL M., oot 1,0 mL
MgS04.7H,0 sol.1 M. 2,0 mL
CaS04.2H20....ccorrerieieeresie e 0,172 g
Solugdo de Micronutrientes para tubos..........cccoeveeveeeerirenienens 1,0 mL
SOl. B FEITO....ceeeieeeetee et 1,0 mL
AQua EStIagAL.........ceeveeeeereeeeeeeeeee e snenees 1000 mL

a) gustar pH 6.5-7.0; e
b) para a preparagéo da solucéo de Ferro, 1,21 g NaxH-EDTA/100 mL
de &gua destilada, misturar bem e adicionar 0,6 g FeCls.6H.0;

Il - componentes para a Solugdo de Micronutrientes para tubos:

H3BO3. ittt n e e 2,86 g
MRNCI2.AH20......ccoe e 181 g
ZnS04.7H0... .022 ¢
CuS04.5H20...... 0,08 g
NEMOO2H20 oo sees e seess e ssesssees e 002 g

a) completar para 1000 mL com é&gua destilada; e
b) se a solugdo ficar turva, acrescentar &cido cloridrico até que fique
limpida.

Art. 43. As duvidas suscitadas na aplicag@o desta Instrugdo
Normativa serdo resolvidas pela Secretaria de Defesa Agropecudria.

Art. 44. Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de
sua publicagdo.

Art. 45. Ficarevogada a Portaria SNDA ne 31, de 8 de junho
de 1982.
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DEPARTAMENTO DE FISCALIZACAO
DE INSUMOS AGRICOLAS
COORDENACAO-GERAL
DE AGROTOXICOS E AFINS

ATO N° 57, DE 16 DE NOVEMBRO DE 2010

De acordo com o Art 3° da IN 27, de 22/09/2005, publicada
no DOU de 06/10/2005 fica atualizada a tabela da IN 42, de
05/07/2002 com a inclusdo do seguinte alvo bioldgico na cultura do
Cana-de-agUcar: Cana-de-aglcar - Digitaria nuda (Capim colch&o);

LUIS EDUARDO PACIFiCl RANGEL
Coordenador-Geral

SECRETARIA DE DESENVOLVIMENTO
AGROPECUARIO E COOPERATIVISMO
SERVICO NACIONAL
DE PROTECAO DE CULTIVARES
COORDENACAO DE PROTECAO DE CULTIVARES

DECISAO N? 32, DE 16 DE NOVEMBRO DE 2010

O Servico Naciona de Protegéo de Cultivares, em cum-
primento ao § 7° do art. 18 da Lei n.° 9.456/97, torna publico aos
interessados que tramitaram neste Servigo, os ped|dos de protecdo de
cultivares de antdrio (Anthurium Schott.), com solicitagbes de de-
nominacdo Rijn200336 e Rijn200332, protocolizados sob os nimeros
21806.000132/2010-16 e 21806.000135/2010-50, respectivamente,
apresentados pela empresa holandesa Rijnplant B.V. Os pedidos de
protecdo foram INDEFERIDOS, por ndo atenderem ao inciso V do
Art. 3daLe 9.456, de 25 de abril de 1997. Fica aberto o prazo de 60
(sessenta) dias para recurso, contados da publicacdo desta Decisdo.

DANIELA DE MORAES AVIANI
Coordenadora
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pelo codigo 00012010111700010
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