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Introdução  

O fósforo (P) está presente nos mais diversos organismos vivos, principalmente 

na composição das membranas celulares, ácidos nucléicos, moléculas de ATP e 

NADPH, sendo considerado um importante elemento para o desenvolvimento dos seres 

vivos (SIQUEIRA et al., 2004).  

O P é um dos nutrientes mais limitantes no desenvolvimento das plantas, 

afetando drasticamente o rendimento de grãos. O P adicionado no solo na forma de 

fertilizante reage com argila, ferro e componentes de alumínio no solo, tornando-se 

menos disponível para as plantas (NOVAIS; SMITH, 1999). Devido aos processos de 

fixação, este nutriente apresenta baixa mobilidade na maioria dos solos, ficando 

próximo do local de origem, dificultando a sua absorção pelas plantas (SILVA, 2014). 

Uma forma de disponibilizar o P para a planta consiste na utilização microrganismos 

endofíticos e da rizosfera das plantas que apresentam a capacidade de solubilização de P 

(OLIVEIRA et al., 2011).  

Atualmente, a Embrapa Milho e Sorgo possui um banco de microrganismos 

funcionais, incluindo cepas endofíticas e presentes na rizosfera de milho eficientes na 

solubilização de P. Dessa forma, a caracterização molecular e filogenética de bactérias 

nativas de solos brasileiros torna-se importante para a recomendação de estirpes que 

poderão ser utilizadas como inoculantes nos sistemas de produção agrícola.  

O objetivo deste trabalho foi identificar dez estirpes de bactérias eficientes na 

solubilização de P por sequenciamento do gene 16S rDNA e avaliar a diversidade 

genética dessas cepas pela técnica de BOX-PCR.  

 
Material e Métodos 

Cepas e condições de cultura  

As cepas bacterianas rizosféricas B30K, B32, B70, B116, B119 e endofíticas 

1920, 1923, 1940, 2084 e 2088 foram obtidas do banco de microrganismos funcionais 



 

 

da Embrapa Milho e Sorgo previamente selecionadas com base na alta eficiência de 

solubilização de P. Estas cepas foram inoculadas em 5 mL de meio LB a partir de 

colônias isoladas e cultivadas a 28 oC por 48 h com agitação de 150 rpm. As amostras 

foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 min, o sobrenadante descartado e adicionado 1 

mL de NaCl 0,8% (m/v). As amostras foram centrifugadas e o precipitado foi 

ressuspendido em 567 μL de TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM; pH 8,0).  

 
Extração de DNA  

Para isolamento do DNA genômico das bactérias foram adicionados 30 μL de 

SDS 10% (m/v) e 3 μL de proteinase K 20 mg/mL ao precipitado obtido na etapa 

anterior. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37 oC por uma hora. Foram 

adicionados 100 μL de NaCl 5 M e 80 μL de solução de CTAB/NaCl (CTAB 100 

mg/mL e NaCl 0,7 M), sendo as amostras agitadas e incubadas a 65 oC por 10 min. Em 

seguida, foram adicionados 600 μL de clorofórmio/octanol (24:1), as amostras foram 

homogeneizadas por 15 min e centrifugadas a 14.000 rpm por 10 min. O sobrenadante 

foi transferido para outro microtubo contendo 600 μL de isopropanol 99% (v/v) gelado. 

As amostras foram centrifugadas e o precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70% 

(v/v). Os tubos foram centrifugados por 5 min a 14.000 rpm, o sobrenadante foi 

descartado e o etanol residual foi retirado em centrífuga a vácuo por 5 minutos. Ao 

final, o precipitado foi ressuspendido em 50 μL de tampão TE com RNase (Tris-HCl 10 

mM; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,1 μg/μL RNase A). 

 

Amplificação e clonagem do gene 16S rRNA  

Para identificação molecular das cepas, o gene 16S rDNA foi amplificado 

utilizando os primers 8F e 1492R (GALKIEWICZ; KELLOGG, 2008). A reação de 

PCR foi constituída por 30 ng de DNA, 0,4 μM de cada primer, 2 μL de tampão de 

reação 10 X (Invitrogen, EUA), 3 mM de MgCl2, 0,125 mM de dNTPs, 1 U de Taq 

DNA polimerase (Invitrogen, EUA) em 20 μL. Os ciclos de amplificação foram: 

desnaturação a 95 °C por 2 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg e 72 °C 

por 2 min, e elongação final de 72 oC por 5 min. Em seguida, 5 μL do produto da reação 

de PCR foram misturados com GelRed (Biotium, Leuven, Bélgica) e submetido à 

eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) a 100 V.  

Para clonagem, 3 μL do produto da reação foram misturados com 1 μL de vetor 

pGEM-TEasy (Promega, EUA), 5 μL de tampão de ligação (Promega, EUA) e 1 μL de 



 

 

T4 DNA ligase (10 U/μL). A reação foi incubada a 4 °C por 16 h. Cinco μL da reação 

de ligação foram utilizados na transformação de E. coli DH5α por choque térmico 

(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Os clones contendo o inserto de interesse foram 

confirmados a partir de PCR de colônias de acordo com as condições de amplificação 

anteriormente descritas. A extração do DNA plasmidial foi realizada com o kit 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) a partir das colônias 

crescidas em meio de cultura LB com ampicilina (100 μg/mL) a 37 °C por 16 h. 

 

Sequenciamento do gene 16S rRNA  

As reações de sequenciamento foram preparadas utilizando-se 3,0 μL do DNA 

plasmidial contendo o inserto da região 16S rDNA (entre 50 a 100 ng), 0,5 μL Big Dye 

V3.1 (Applied Biosystems, EUA), 1,75 μL do tampão 5X (Applied Biosystems, EUA), 

1 μL de primer (10 μM) e 3,75 μL de água ultrapura. As reações foram incubadas em 

termociclador a 96 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 minutos, 

repetidos por 30 vezes. Nessa etapa, foram utilizados os primers M13 (Promega, EUA) 

e específicos para o gene 16S rDNA: 8F, 515F, 902R, 1492R (GALKIEWICZ; 

KELLOGG, 2008). Em seguida, 5 μL de EDTA 125 mM e 60 μL de etanol absoluto 

foram adicionados, as amostras foram incubadas por 20 min no escuro e centrifugadas 

por 45 min a 4.000 rpm, descartando-se o sobrenadante. Foram adicionados 60 μL de 

etanol 70% (v/v), sendo os microtubos centrifugados a 4.000 rpm por 10 min, o 

sobrenadante removido e as amostras secas à temperatura ambiente no escuro. Em 

seguida, foram ressuspendidas em 10 μL de formamida (Applied Biosystems), 

desnaturadas a 95 oC por 5 min e injetadas no equipamento ABI3500XL (Applied 

Biosystems, EUA). As sequências foram analisadas com o software Sequencher 5.4 

(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, EUA) e comparadas com o banco de dados 

público GenBank (http://www.ncbi. nlm. nih.gov) por meio da ferramenta BlastN 

(ALTSCHUL et al., 1997).  

 

BOX PCR  

Para a análise de diversidade genética das cepas eficientes na solubilização de P, 

as reações de PCR foram constituídas num volume de 20 μL com 50 ng de DNA 

genômico, 2 μL de tampão 10X (Kapa Biosystems, EUA), MgCl2 2 mM, 0,125 mM de 

dNTPs, 1 U de Taq DNA polimerase (Kapa Biosystems, EUA) e 0,5 μM do primer 

BOX1R (VERSALOVIC et al., 1994). As condições de amplificação foram 95 °C por 3 



 

 

min, 40 ciclos de 94 oC por 1 min, 45 oC por 1 min e 72 oC por 3 min, elongação final de 

72 oC por 10 min. As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1% 

(m/v) for 1 h a 100 V, o gel foi corado com GelRed (Biotium, Leuven, Bélgica) e 

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

 

Análise estatística  

Os perfis de DNA obtidos por BOX-PCR foram analisados pelo software 

Bionumerics 6.1 (Applied Maths, St. Martens-Latem, Bélgica), com UPGMA, 

coeficiente de Jaccard e tolerância de 1%. 

 

Resultados e Discussão 

Neste trabalho, primers para amplificação do gene 16S rDNA foram utilizados 

na identificação molecular de bactérias. Fragmentos de aproximadamente 1.400 pares 

de base foram amplificados e sequenciados em todas as 10 cepas eficientes na 

solubilização de P. A comparação com sequências depositadas no Genbank permitiu a 

identificação dos gêneros Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas e Ochrobactrum 

(Tabela 1).  

Os resultados apresentados pela análise dos perfis de DNA por BOX-PCR 

confirmam as evidências obtidas com o sequenciamento de DNA. O dendrograma 

mostrou a formação de três grupos: grupo I foi formado pela cepa B32 (Bacillus), o 

grupo II pelas cepas 1923, 1920, 2084 e B116, todas identificadas como Bacillus e o 

agrupamento III pelas cepas B119, B30K, 2088, 1940 e B70, pertencentes a diferentes 

espécies. As cepas 1920 e 2084, identificadas como Bacillus subtilis, apresentaram 

perfis semelhantes de acordo com a análise por BOX-PCR (Figura 1). Dois dos seis 

isolados de Bacillus avaliados neste trabalho não puderam ter sua identificação 

resolvida ao nível de espécie e permaneceram em grupos distintos no dendrograma. 

Embora a técnica de sequenciamento do gene 16S rRNA seja muito útil em trabalhos de 

classificação bacteriana, para vários gêneros incluindo Bacillus, ela apresenta baixo 

poder discriminatório até espécie (JANDA; ABBOTT, 2007). Utilizando-se também a 

análise de 16S rDNA, cinco ou seis grupos filogeneticamente distintos no gênero 

Bacillus têm sido relatados (ASH et al., 1991; NIELSEN et al., 1994). Assim, os dois 

isolados que não se agruparam com as espécies de B. cereus e subtilis por meio da 

análise por BOX-PCR podem pertencer a outras espécies do mesmo gênero. 

 



 

 

TABELA 1. Identificação molecular das bactérias solubilizadoras de P. 

 

 

 

 

 Figura 1. Dendrograma baseado no fingerprinting obtido por meio da metodologia de 
BOX-PCR.  
 
 

Diversos trabalhos têm mostrado o aumento do crescimento de plantas e 

absorção de P do solo a partir da utilização de microrganismos com capacidade de 

solubilizar o fósforo sob condições de casa de vegetação ou campo (HAMEEDA et al., 

2008; RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Entre a grande diversidade de bactérias com 

efeitos positivos, incluem-se espécies dos gêneros Pseudomonas (KAUR; REDDY, 

2015) e Bacillus (HAMEEDA et al., 2008). A maioria desses microrganismos 

promoveu efeitos significativamente positivos sobre o rendimento de grãos, peso seco 

total e conteúdo de P em plantas de milho. 

Os microrganismos identificados e avaliados nesse trabalho têm potencial para o 

desenvolvimento de biofertilizantes de baixo custo de forma a possibilitar uma 

diminuição da utilização de fosfatos solúveis, além de permitir a manutenção da 

produtividade das culturas de uma forma mais econômica e ambientalmente sustentável. 



 

 

 
 
 
Conclusão 

 

As bactérias solubilizadoras de P analisadas nesse trabalho apresentaram alta 

diversidade genética, sendo que a maior parte delas foi classificada como Bacillus.  
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