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Introducao

O fosforo (P) esta presente nos mais diversos @mmas Vvivos, principalmente
na composicdo das membranas celulares, acidosicos;lémoléculas de ATP e
NADPH, sendo considerado um importante elementa patesenvolvimento dos seres
vivos (SIQUEIRA et al., 2004).

O P é um dos nutrientes mais limitantes no desemehto das plantas,
afetando drasticamente o rendimento de graos. @idomado no solo na forma de
fertilizante reage com argila, ferro e componertesaluminio no solo, tornando-se
menos disponivel para as plantas (NOVAIS; SMITH9)9 Devido aos processos de
fixacdo, este nutriente apresenta baixa mobilidademaioria dos solos, ficando
proximo do local de origem, dificultando a sua ab&o pelas plantas (SILVA, 2014).
Uma forma de disponibilizar o P para a planta &tasna utilizagdo microrganismos
endofiticos e da rizosfera das plantas que apeseatcapacidade de solubilizacdo de P
(OLIVEIRA et al., 2011).

Atualmente, a Embrapa Milho e Sorgo possui um bateanicrorganismos
funcionais, incluindo cepas endofiticas e presengesizosfera de milho eficientes na
solubilizacdo de P. Dessa forma, a caracterizagiecumar e filogenética de bactérias
nativas de solos brasileiros torna-se importanta parecomendacéo de estirpes que
poderdo ser utilizadas como inoculantes nos sisteimg@roducdo agricola.

O objetivo deste trabalho foi identificar dez gsts de bactérias eficientes na
solubilizacdo de P por sequenciamento do gene D&&\re avaliar a diversidade

genética dessas cepas pela técnica de BOX-PCR.

Material e Métodos
Cepas e condic¢des de cultura

As cepas bacterianas rizosféricas B30K, B32, B7IL6B B119 e endofiticas
1920, 1923, 1940, 2084 e 2088 foram obtidas doddecmicrorganismos funcionais



da Embrapa Milho e Sorgo previamente selecionadas ltase na alta eficiéncia de
solubilizacdo de P. Estas cepas foram inoculada$ eni. de meio LB a partir de
colbnias isoladas e cultivadas a28por 48 h com agitacdo de 150 rpm. As amostras
foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 min, oewdnlante descartado e adicionado 1
mL de NaCl 0,8% (m/v). As amostras foram centriflagm e o precipitado foi
ressuspendido em 5@ de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM; pH 8,0).

Extracdo de DNA

Para isolamento do DNA gendmico das bactérias fadimionados 3QL de
SDS 10% (m/v) e 3L de proteinase K 20 mg/mL ao precipitado obtidoetapa
anterior. As amostras foram homogeneizadas e igasba 37C por uma hora. Foram
adicionados 10QL de NaCl 5 M e 8QuL de solucdo de CTAB/NaCl (CTAB 100
mg/mL e NaCl 0,7 M), sendo as amostras agitadasubadas a 6% por 10 min. Em
seguida, foram adicionados 6QQ de cloroférmio/octanol (24:1), as amostras foram
homogeneizadas por 15 min e centrifugadas a 14@@Qoor 10 min. O sobrenadante
foi transferido para outro microtubo contendo @Q0de isopropanol 99% (v/v) gelado.
As amostras foram centrifugadas e o precipitaddafeddo com 1 ml de etanol 70%
(v/v). Os tubos foram centrifugados por 5 min a0OQ8. rpm, o sobrenadante foi
descartado e o etanol residual foi retirado emrifagh a vacuo por 5 minutos. Ao
final, o precipitado foi ressuspendido em80de tampé&o TE com RNase (Tris-HCI 10
mM; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,.ug/uL RNase A).

Amplificacdo e clonagem do gene 16S rRNA

Para identificacdo molecular das cepas, o gene rD&BA foi amplificado
utilizando os primers 8F e 1492R (GALKIEWICZ; KELIGT5, 2008). A reacdo de
PCR foi constituida por 30 ng de DNA, 4#1 de cada primer, 2L de tampé&o de
reacdo 10 X (Invitrogen, EUA), 3 mM de MgCD,125 mM de dNTPs, 1 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen, EUA) em 2(0L. Os ciclos de amplificagédo foram:
desnaturacao a 95 °C por 2 min, 35 ciclos de 9¢ctG30 seg, 55 °C por 30 seg e 72 °C
por 2 min, e elongacao final de % por 5 min. Em seguida,|B. do produto da reagdo
de PCR foram misturados com GelRed (Biotium, LeuvRélgica) e submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) a 100 V.

Para clonagem, gL do produto da reacédo foram misturados copt He vetor
pGEM-TEasy (Promega, EUA), . de tampé&o de ligacdo (Promega, EUA) gl.1de



T4 DNA ligase (10 UIL). A reacéo foi incubada a 4 °C por 16 h. Cipdoda reacéo
de ligacdo foram utilizados na transformacdoEdecoli DH5a por choque térmico
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Os clones contendo o riesele interesse foram
confirmados a partir de PCR de colbnias de acootio as condicbes de amplificacdo
anteriormente descritas. A extracdo do DNA plasshidoi realizada com o kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systefiromega) a partir das colénias
crescidas em meio de cultura LB com ampicilina (1@nL) a 37 °C por 16 h.

Sequenciamento do gene 16S rRNA

As reacgOes de sequenciamento foram preparadasantb-se 3,QiL do DNA
plasmidial contendo o inserto da regido 16S rDNAtrge50 a 100 ng), 0,4 Big Dye
V3.1 (Applied Biosystems, EUA), 1,74 do tampé&o 5X (Applied Biosystems, EUA),
1 uL de primer (10uM) e 3,75uL de agua ultrapura. As reacdes foram incubadas em
termociclador a 96 °C por 20 segundos, 50 °C posedundos, 60 °C por 4 minutos,
repetidos por 30 vezes. Nessa etapa, foram utilizad primers M13 (Promega, EUA)
e especificos para o gene 16S rDNA: 8F, 515F, 90®2R (GALKIEWICZ;
KELLOGG, 2008). Em seguida, jJd. de EDTA 125 mM e 6QL de etanol absoluto
foram adicionados, as amostras foram incubada2@aonin no escuro e centrifugadas
por 45 min a 4.000 rpm, descartando-se o0 sobretead@oram adicionados Q. de
etanol 70% (v/v), sendo os microtubos centrifugadod4.000 rpm por 10 min, o
sobrenadante removido e as amostras secas a téun@eambiente no escuro. Em
seguida, foram ressuspendidas em (0 de formamida (Applied Biosystems),
desnaturadas a 9% por 5 min e injetadas no equipamento ABI3500XIpighed
Biosystems, EUA). As sequéncias foram analisadas cosoftware Sequencher 5.4
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, EUA) e compasadom o banco de dados
publico GenBank (http://www.ncbi. nlm. nih.gov) por meio da ferrante@ BlastN
(ALTSCHUL et al., 1997).

BOX PCR

Para a analise de diversidade genética das cap@mntefs na solubilizacao de P,
as reacdes de PCR foram constituidas num volum20de. com 50 ng de DNA
gendmico, 1L de tampao 10X (Kapa Biosystems, EUA), Mg€imM, 0,125 mM de
dNTPs, 1 U de Tag DNA polimerase (Kapa BiosystegidA) e 0,5uM do primer
BOX1R (VERSALOVIC et al., 1994). As condicdes depdificacao foram 95 °C por 3



min, 40 ciclos de 92C por 1 min, 45C por 1 min e 72C por 3 min, elongac&o final de
72°C por 10 min. As amostras foram submetidas a étetrse em gel de agarose 1%
(m/v) for 1 h a 100 V, o gel foi corado com GelR@iotium, Leuven, Bélgica) e

fotografado no equipamento L-Pix Imagem (Loccugdinologia, Brasil).

Andlise estatistica
Os perfis de DNA obtidos por BOX-PCR foram analesadoelo software
Bionumerics 6.1 (Applied Maths, St. Martens-Latem¢lgica), com UPGMA,

coeficiente de Jaccard e tolerancia de 1%.

Resultados e Discusséo

Neste trabalho, primers para amplificacdo do ge&s& rDNA foram utilizados
na identificacdo molecular de bactérias. Fragmedeaproximadamente 1.400 pares
de base foram amplificados e sequenciados em tada&0 cepas eficientes na
solubilizagéo de P. A comparacdo com sequénciassidagas no Genbank permitiu a
identificacdo dos géneroBacillus, Burkholderia, Pseudomonas e Ochrobactrum
(Tabela 1).

Os resultados apresentados pela analise dos meEfiBNA por BOX-PCR
confirmam as evidéncias obtidas com o sequenciamdat DNA. O dendrograma
mostrou a formacéo de trés grupos: grupo | foi tmmpela cepa B3Bé&cillus), o
grupo Il pelas cepas 1923, 1920, 2084 e B116, tatadificadas comdacillus e o
agrupamento 1l pelas cepas B119, B30K, 2088, ¥8YO0, pertencentes a diferentes
espécies. As cepas 1920 e 2084, identificadas ddacidlus subtilis, apresentaram
perfis semelhantes de acordo com a analise por BOR-(Figura 1). Dois dos seis
isolados deBacillus avaliados neste trabalho n&o puderam ter suaifidagéo
resolvida ao nivel de espécie e permaneceram epogristintos no dendrograma
Embora a técnica de sequenciamento do gene 16S geJdAnuito util em trabalhos de
classificacdo bacteriana, para varios géneros imiuBacillus, ela apresenta baixo
poder discriminatorio até espécie (JANDA; ABBOTD0Z). Utilizando-se também a
analise de 16S rDNA, cinco ou seis grupos filogeagiente distintos no género
Bacillus tém sido relatados (ASH et al., 1991; NIELSEN let094). Assim, os dois
isolados que ndo se agruparam com as espéciBs abeeus e subtilis por meio da

analise por BOX-PCR podem pertencer a outras espdoimesmo género.



TABELA 1. Identificagcdo molecular das bactérias solubilizadate P.

Cepa 168 rDNA (pb)* Espécie E-value Identidade (%) GeneBank
B30K 1499 Burkholderia cepacia 0 99 AB695353.1
B32 1512 Bacillus sp. 0 99 JX566648.1
B70 1477 Pseudomonas aeruginosa 0 95 FJ227280.2
B116 1487 B cereus 0 99 AB480773.1
B119 1498 P. aeruginosa 0 99 DQ115539.1
1920 1454 B. subtilis 0 99 JN366718.1
1923 1510 B. subtilis 0 98 DQ993674.1
1940 1519 Bacillus sp. 0 99 JX566650.1
2084 1516 B. subtilis 0 99 JN587510.1
2088 1524 QOchrobactrum pituitosum 0 98 NR_115043.1
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B32  Bacillus sp.

1923  Bacillus subtilis
1920 Bacillus subtilis
2084  Bacillus subtilis
B116 Bacillus cereus

B119 Pseudomonas aeruginosa
B30K Burkholderia cepacia
2088  Ochrobactrum pituitosum
1940 Bacillus sp.

B70  Pseudomonas aeruginosa

Figura 1. Dendrograma baseado fiagerprinting obtido por meio da metodologia de
BOX-PCR.

Diversos trabalhos tém mostrado o aumento do cnesto de plantas e
absorcédo de P do solo a partir da utilizacdo deamganismos com capacidade de
solubilizar o fosforo sob condi¢cbes de casa detagge ou campo (HAMEEDA et al.,
2008; RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Entre a grandediidade de bactérias com
efeitos positivos, incluem-se espécies dos génkEsesdomonas (KAUR; REDDY,
2015) e Bacillus (HAMEEDA et al.,, 2008). A maioria desses microngams
promoveu efeitos significativamente positivos sobrendimento de graos, peso seco
total e conteudo de P em plantas de milho.

Os microrganismos identificados e avaliados nesbdalho tém potencial para o
desenvolvimento de biofertilizantes de baixo cud® forma a possibilitar uma
diminuicdo da utilizacdo de fosfatos solUveis, alden permitir a manutencdo da

produtividade das culturas de uma forma mais ecar@®@eambientalmente sustentavel.



Conclusao

As bactérias solubilizadoras de P analisadas nesialho apresentaram alta

diversidade genética, sendo que a maior parte figlakssificada com8acillus.
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