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POTENCIAL DE SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATO E IDENTIFICAÇÃO 
MOLECULAR DE BACTÉRIAS ISOLADAS DE SOLOS SOB CULTIVO DE CANA-

DE-AÇÚCAR 

 
 
RESUMO - A vinhaça é um subproduto resultante da fabricação do etanol e 

do açúcar. Existe uma enorme preocupação para os profissionais da área ambiental 
com relação ao seu destino final, pelo elevado grau impactante quando descartada 
no meio ambiente. As usinas do setor sucroenergético ultimamente vêm utilizando a 
adubação com vinhaça nas lavouras, graças às grandes concentrações de 
nutrientes presentes neste efluente. 
Estudo sobre a composição e a fisiologia da microbiota de solos submetidos à 
irrigação de vinhaça pode ter grande importância na descoberta de produtos de 
interesse biotecnológico, uma vez que este resíduo aumenta a atividade microbiana 
nos ambientes onde é aplicado. O objetivo do referido trabalho foi realizar a 
caracterização molecular, através do sequenciamento do gene 16S rRNA, a fim de 
identificar a filogenia de quatro isolados bacterianos obtidos de solos agrícolas de 
cana-de-açúcar com manejo de vinhaça, assim como avaliar a capacidade de 
solubilização de fosfato desses isolados em meio NBRIP e relacionar os dados 
obtidos com boas práticas na agricultura. O isolado LGA01-EV05 mostrou alta 
similaridade de sequência com Curtobacterium albidum, o isolado LGA02-EV08 
denota similaridade com Brevibacillus nitrificans, os isolados LGA03-V20B e LGA04-
V20G evidenciam elevado grau de similaridade entre si e com Sinomonas soli. Os 
táxons dos isolados são pertencentes aos filos Actinobactéria e Firmicutes. Com 
relação à avaliação do potencial bacteriano para solubilização de fosfato, os quatro 
isolados demonstraram eficiência em solubilizar fosfato em meio NBRIP. Entretanto, 
observou-se que não houve diferença estatística entre os grupos LGA02-EV08 e 
LGA04-V20G, sendo as melhores bactérias solubilizadoras de fosfato. Elas 
apresentaram um rendimento cerca de quatro vezes superior ao grupo LGA03-
V20B, o pior entre os analisados.   
Palavras-chave: biotecnologia, gene 16S rRNA, isolados bacterianos 
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PHOSPHATE SOLUBILIZATION POTENTIAL AND MOLECULAR 
IDENTIFICATION OF BACTERIA ISOLATED FROM SOIL UNDER GROWING 

CANE SUGAR 
 

 
 ABSTRACT- The stillage is a by-product of the production of ethanol and 
sugar. There is a huge concern for professionals in the environmental area in relation 
to its final destination, the high degree impactful when discarded into the 
environment. The plants the sugarcane industry lately have been using the 
fertilization with vinasse in crops thanks to large concentrations of nutrients present 
in this effluent. 
Study on the composition of the microbiota and physiology of soils subjected to 
irrigation vinasse can be of great importance in finding products of biotechnological 
interest since this residue enhances the microbial activity in environments where it is 
applied. The purpose of that study was the molecular characterization, by 
sequencing the 16S rRNA gene in order to identify the phylogeny of four bacterial 
isolates obtained from sugarcane cropland with vinasse management, and assess 
the capacity of phosphate solubilization of these isolated amid NBRIP and relate the 
data with best practices in agriculture. Isolated LGA01-EV05 showed high sequence 
similarity to Curtobacterium albidum, isolated LGA02-EV08 denotes similarity to 
Brevibacillus nitrificans, the LGA03-V20B isolated and LGA04-V20G show high 
degree of similarity between themselves and with Sinomonas soli. Taxa of isolates 
are belonging to the phyla Firmicutes and Actinobacteria. As to the evaluation of the 
bacterial potential for phosphate solubilization, the four isolates were efficient in 
solubilizing phosphate amid NBRIP. However, it was observed that there was no 
statistical difference between the LGA02-EV08 and LGA04-V20G groups, with the 
best phosphate solubilizing bacteria. They had an income about four times the 
LGA03-V20B group, the worst among the analyzed. 
Keywords:  biotechnology, 16S rRNA gene, bacterial isolates 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 Entre os sistemas agrícolas estabelecidos, o plantio da cana-de-açúcar tem 

se sobressaído pela enorme expansão nos últimos tempos. Beneficiada pela crise 

do petróleo, a cana-de-açúcar vem sendo usada na produção do etanol combustível, 

denominado de combustível renovável.  Do processo de produção do etanol, origina 

a vinhaça, um dos resíduos mais consideráveis das destilarias. O descarte incorreto 

ou a falta de reaproveitamento deste resíduo causa inúmeras consequências que 

podem ser observadas através das alterações ambientais. O que exige novas 

providências na gestão desse recurso no meio ambiente (SILVA et al., 2007). 

No solo, a microbiota realiza os ciclos biogeoquímicos (Carbono, Nitrogênio, 

Fósforo, dentre outros) que influenciam diretamente na nutrição das plantas e 

fertilidade do solo. Dessa forma, a análise da diversidade dos micro-organismos do 

solo tem sido alvo de várias pesquisas, tanto para correlacioná-los com a 

transformação de diferentes substâncias, como para identificar a influência destes 

no desenvolvimento de práticas agrícolas mais adequadas e sustentáveis (KIRK et 

al., 2004; PEDRINHO, 2009). 

Frente à biodiversidade da microbiota do solo, e devido à complexidade 

metabólica dos micro-organismos, em particular as bactérias, foi utilizada a Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR) que garante o sequenciamento do gene 16S rRNA 

ribossomal (16S rRNA),  permitindo a identificação dos micro-organismos estudados 

(ACINAS et al., 2004). Tal gene possui regiões conservadas e variáveis que são 

utilizadas como cronômetros moleculares, permitindo estimar as distâncias 

filogenéticas entre as diversas populações microbianas e suas possíveis aplicações 

biotecnológicas (WEISBURG et al., 1991; WANG ; QIAN, 2009). 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterização molecular com 

o intuito de identificar a filogenia de quatro isolados bacterianos obtidos de solos 

agrícolas de cana-de-açúcar com manejo de vinhaça, através do sequenciamento do 

gene 16S rRNA assim como, avaliar a capacidade de solubilização de fosfato 

desses isolados em meio NBRIP e relacionar os dados obtidos com boas práticas na 

agricultura. 
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2.  REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 A expansão da cultura da cana-de-açúcar no Brasil e sua importância na 
geração de energia 

 

 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é considerada uma planta semi-perene, 

apresenta um ciclo médio de quatro anos, desde o plantio até a renovação das 

áreas plantadas. Sua classificação taxonômica a coloca como pertencente ao reino 

Metaphyta, divisão das Angiospermas, classe das Monocotiledôneas, único 

representante da ordem Graminales, família Poaceae e gênero Saccharum. 

Atualmente são reconhecidas seis espécies de Saccharum: S. saccharumbarberi, S. 

saccharumeduli, S. saccharumofficinarum, S. saccharumrobustum, S. 

saccharumsinense e S. saccharumspontaneum (MACEDO, 2012). 

Própria para climas tropicais e subtropicais, a sua origem está localizada nas 

regiões leste da Indonésia e da Nova Guiné (DANIELS; ROACH, 1987; MACEDO, 

2012). Aqui no Brasil, a cana-de-açúcar foi trazida por Martim Afonso de Souza em 

1532. Inicialmente seu polo de produção foi a Zona da Mata nordestina, que se 

expandiu para a região sudeste, com ênfase no estado de São Paulo, que logo se 

transformou em uma das principais culturas do agronegócio brasileiro. A importância 

da cana-de-açúcar pode ser observada através das suas várias utilizações, como 

por exemplo, forragem para a alimentação de animais, insumo para a produção de 

etanol, melaço, açúcar, aguardente e rapadura. Porém, a sua maior utilização se 

concentra na produção do etanol combustível e açúcar (BRASIL, 2007). 

O Brasil possui destaque internacional na produção qualitativa e quantitativa 

do açúcar e etanol e essa ascensão é observada principalmente pela busca da 

utilização de fontes alternativas de energia, em detrimento aos combustíveis fósseis 

(CONAB, 2014). Atualmente, o Brasil é o maior produtor mundial de etanol 

combustível, com cerca de dez milhões de hectares cultivados de cana-de-açúcar 

sendo, após o petróleo, uma das principais matrizes energéticas brasileiras (Figura 

1). 

A estimativa de produção de etanol na safra 2015/2016 é de 27,28 bilhões de 

litros, alta de 4,33% em comparação com a safra 2014/2015, que foi de 26,15 
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bilhões. Deste montante, 10,95 bilhões de litros serão de etanol anidro (aumento de 

1,78% sobre o volume do último ano) e 16,33% de etanol hidratado (crescimento de 

6,10%).Este avanço da produção de etanol foi resultado da introdução dos veículos 

flex-fuel em 2003 e do rápido crescimento de sua frota, presente em 21 milhões de 

automóveis, mais de 60% da frota de veículos leves que circula no Brasil (ÚNICA 

2015). 

De acordo com as perspectivas, em 2017, o etanol hidratado continuará 

sendo o combustível preferencial da categoria flex-fuel no Brasil, representando 

75,5% de consumo no mercado. Esse cenário aliado a uma conjuntura de outros 

fatores, como a escalada dos preços do petróleo, o fato de contribuir para a redução 

das emissões de gases de efeito estufa, favorecem um projeto nacional 

desenvolvimentista de expansão da produção de etanol combustível (EPE, 2008). 

 

Figura 1. Composição da matriz energética brasileira (UNICA, 2015). 
 

2.2 A vinhaça e as questões ambientais 
 

 

Entre os sistemas agrícolas estabelecidos, o plantio da cana-de-açúcar tem 

se sobressaído pela enorme expansão nos últimos tempos. Beneficiada pela crise 

do petróleo, a cana-de-açúcar vem sendo usada na produção do etanol combustível, 

denominado de combustível renovável, suprindo em parte os derivados do petróleo.  



4 

 

Do processo de produção do etanol, origina a vinhaça, um dos resíduos mais 

consideráveis das destilarias (SILVA et al., 2007). 

A vinhaça é também conhecida como vinhoto, restilo ou calda da destilaria. 

Trata-se de uma substância com aproximadamente 93% de água, 7% de sólidos 

orgânicos (glicerol, fósforo e nitrogênio) e minerais (potássio, cálcio e magnésio). 

Essa composição pode apresentar variações em função de alguns fatores, tais como 

moagem de variedades diferentes da cana-de-açúcar, período da safra, tipos de 

solo, dentre outros (MARIANO et al.,2009). É o efluente com maior carga poluidora, 

porque apresenta elevada D.B.O. (Demanda Bioquímica de Oxigênio) variando de 

20.000 a 35.000 mg/L. A quantidade de vinhaça produzida pela destilaria é resultado 

do teor alcoólico obtido na fermentação, de maneira, que a concentração pode 

oscilar entre 10 a 18 litros de vinhaça por litro de álcool produzido (LAIME et al., 

2011). 

 Apesar de possuir características poluentes quando empregada de forma 

inadequada, o uso racional da vinhaça na adubação nas lavouras, propicia a 

melhoria da fertilidade do solo, graças às grandes concentrações de nutrientes 

presentes neste efluente. Adicionalmente, o destino a um uso correto impede que a 

vinhaça seja descartada no meio ambiente de modo desregrado, diminuindo os 

riscos de poluição dos mananciais (SILVA et al., 2007). 

As usinas do setor sucroenergético ultimamente vêm utilizando a adubação 

com vinhaça nas lavouras, principalmente nas soqueiras (rebrota da cana cortada), 

fornecendo todo o K2O (óxido de potássio) e parte do nitrogênio necessário à cana 

(PRADO et al., 2013). Em muitos solos, é necessário complementar a vinhaça com 

adubos nitrogenados para garantir o suprimento de nutrientes necessário ao 

desenvolvimento da cana-de-açúcar. 

Estudos apontam que o uso da vinhaça nos solos proporciona uma série de 

benefícios, como disponibilidade e fornecimento de alguns nutrientes, acréscimo do 

poder de retenção de água, melhoria das condições físicas, químicas e biológicas 

possibilitando o aumento da atividade microbiana. O crescimento da atividade 

microbiana se dá graças à matéria orgânica, presente na vinhaça, oferecendo 

energia aos micro-organismos e possibilitando o aumento e a atividade da massa 

microbiana sob as modificações do solo (BARROS et al., 2010). Entretanto, o 
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excesso de vinhaça provoca retardamento do processo de maturação da planta, 

levando à queda no teor de sacarose e comprometendo a qualidade final da matéria-

prima. Além disso, o uso contínuo de vinhaça pode levar à contaminação do lençol 

freático através da lixiviação de ânions em função do excesso de potássio 

(ROSSETTO; DIAS, 2005; OMORI, 2014). 

 Apesar de os reais benefícios e prejuízos da utilização da vinhaça em 

diferentes solos destinados à agricultura não estarem ainda bem definidos, verifica-

se na maior parte das pesquisas uma melhora do sistema radicular das plantas de 

cana-de-açúcar e reposição de nutrientes, como o potássio. Nesse sentido, favorece 

a continuidade da aplicação em níveis seguros deste efluente nos solos 

agricultáveis, de acordo com os valores estabelecidos pela norma P4.231, 

(VINHAÇA – CRITÉRIOS E PROCEDIMENTOS PARA APLICAÇÃO NO SOLO 

AGRÍCOLA) da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 

2006). Outro ponto positivo que contribui para a utilização da vinhaça nos solos 

destinados ao plantio de cana-de-açúcar é a capacidade deste resíduo em diminuir a 

utilização de adubos químicos, tido como onerosos (PRADO et al., 2013). 

 

2.3 Micro-organismos e o Ciclo do Fósforo na natureza 
 

 

Os micro-organismos são essenciais para importantes funções nos mais 

variados ecossistemas terrestres, dentre as quais destacam a regulação de diversos 

processos biogeoquímicos no solo, incluindo decomposição da matéria orgânica, 

mineralização de nutrientes e emissão e consumo de gases (RADMAN et al., 2003; 

OMORI, 2014). Assim, a microbiota do solo ao realizar os ciclos biogeoquímicos 

como o do Carbono (C), Nitrogênio (N) e Fósforo (P), influencia na nutrição das 

plantas e fertilidade do solo. 

Dessa forma a análise da diversidade dos micro-organismos do solo tem sido 

alvo de várias pesquisas no decorrer dos anos, tanto para correlacioná-los com a 

transformação de diferentes substâncias, como para identificar a influência destas 

no desenvolvimento de práticas agrícolas mais adequadas e sustentáveis (KIRK et 

al., 2004; COSTA et al., 2006; PEDRINHO et al., 2009). 
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 O elemento P é essencial em sistemas biológicos, pois entra na constituição 

de ácidos nucléicos (DNA e RNA) e constituição de fosfolipídios das membranas 

celulares. O fosfato é também um constituinte de ADP e ATP, que são moléculas 

relacionadas aos fenômenos de armazenamento e transferência de energia nas 

células da maior parte dos seres vivos. Vale ressaltar que o P é o segundo nutriente 

essencial ao desenvolvimento vegetal, ficando atrás apenas do N (SHENOY; 

KALAGUDI, 2005). 

 No solo, o P é o nutriente de menor abundância e mobilidade, não 

apresentando meios de ser prontamente absorvido pelas plantas (TAKAHASHI; 

ANWAR, 2007). Nesse ambiente, ocorre a presença de altos níveis de fosfato total, 

porém, a forma de fosfato solúvel que pode ser absorvida pelas plantas ocorre em 

baixa frequência, sendo necessária a utilização de fertilizantes fosfatados para 

diminuir esta deficiência natural (GYANESHWAR et al., 2002). Devido a várias 

reações do P com componentes naturalmente presentes no solo, as plantas 

conseguem utilizar pequenas quantidades do P presente nos fertilizantes fosfatados, 

os quais são frequentemente aplicados em excesso. Do P total presente no adubo, 

uma grande porção é rapidamente convertida em complexos insolúveis, tais como 

fosfato de cálcio (CaHPO4), fosfato tricálcio (Ca3(PO4)2),fosfato de alumínio (AlPO4) 

e fosfato de ferro  (FePO4) (RODRÍGUEZ; FRAGA, 1999; TAO et al., 2008). 

 As pesquisas apontam que os fertilizantes químicos têm impactos negativos 

no meio ambiente, além de custos crescentes, que oneram a produção agrícola. A 

utilização de bactérias solubilizadoras de fosfato apresenta-se como uma estratégia 

vantajosa e sustentável para o agronegócio (GYANESHWAR et al, 2002; 

RODRIGUEZ et al., 2006). Esses micro-organismos melhoram a absorção do fósforo 

pelas plantas, graças à produção de enzimas extracelulares e aos exsudados de 

ácidos orgânicos, que aumentam o crescimento da planta em solos com baixos 

percentuais de fósforo solúvel (TRIPURA et al., 2007; BEDDINGTON, 2010).  

As bactérias solubilizadoras de fosfato pertencem a um grupo amplo, que 

possuem a habilidade de solubilizar compostos de fosfato indisponível em formas 

disponíveis às plantas (KHAN et al., 2006). Entre os gêneros com essa 

característica, destacam-se: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, 

Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Flavobacterium e Erwinia. Estes 
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grupos bacterianos são vitais para o ciclo biogeoquímico do P, uma vez que 

aumentam a disponibilidade do fósforo no solo, contribuindo assim para a 

manutenção da vida no planeta Terra (KAMPFER, 2002; RODRÍGUEZ; FRAGA, 

1999; KHAN et al., 2006). 

 

 

2.4 Identificação molecular dos micro-organismos do solo 
 

 

Animais e plantas são satisfatoriamente complexos nos aspectos morfológicos 

para que seja permitido estabelecer uma filogenia embasada nestas características. 

Em contrapartida, a morfologia e fisiologia dos micro-organismos e várias outras 

propriedades não são apropriadas o suficiente para serem usadas como marcadores 

filogenéticos e na maioria das vezes acabam agrupando organismos que são 

essencialmente distintos (PACE, 1997). 

Os micro-organismos do solo têm sido alvo de várias pesquisas para a 

produção de produtos naturais. Graças à cultura in vitro desses micro-organismos, é 

permitido o estudo de compostos bioativos. Essas pesquisas com a microbiota do 

solo são divididas em dois campos: i) estudo da diversidade, englobando 

isolamento, identificação taxonômica e quantificação dos micro-organismos em 

diversos ecossistemas e ii) ação microbiológica, como eles auxiliam no equilíbrio e 

manutenção da atividade do solo (XU et al., 2004). 

         Como exemplo da atividade microbiológica que contribui para o bom 

funcionamento e equilíbrio dos ecossistemas, pode ser citada a ciclagem de 

nutrientes, mantida através da participação dos micro-organismos no processo de 

quebra e decomposição da matéria orgânica complementada pelos ciclos 

biogeoquímicos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; NACKE et al., 2011). 

 De acordo com os fatores edáficos e climáticos do solo, haverá variação tanto 

na qualidade como na quantidade de micro-organismos, sendo que um dos grupos 

mais abundantes é o das bactérias (FIERER; JACKSON, 2006; CHAN et al., 2008; 

FAORO et al., 2010). Entretanto, esse enorme potencial de biodiversidade da 

microbiota do solo ainda é pouco explorado pelos microbiologistas mesmo nos 
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tempos atuais, em razão da utilização das técnicas convencionais de cultivo. Os 

ínfimos valores de micro-organismos do solo cultiváveis giram em torno de 0,1 a 

1,0% (TORSVIK et al., 1990; DANIEL, 2005; SILVEIRA et al., 2006). 

 A partir da década de 90, a abordagem do cultivo limitou seriamente à 

avaliação taxonômica e filogenética como estimativa da diversidade dos micro-

organismos, devido à falha de cultivo da maior parte destes pelos métodos 

tradicionais, o qual necessita de um refinamento (MALIK et al., 2008). Frente a isso, 

poderosas técnicas moleculares são colocadas em uso, como a Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR), que garante a amplificação seletiva de genes como o 16S 

rRNA que é crucial na exploração de comunidades bacterianas e identificação 

taxonômica de isolados obtidos em cultura pura nos laboratórios do mundo todo 

(RÖLING ; HEAD, 2005; AISLABIE et al., 2006).  

 

 

2.5 O gene 16 S rRNA utilizado para análise em sistemática bacteriana e 
diversidade 

 

 

 Ultimamente, vários estudos embasados no gene 16 S ribossomal RNA 

(também denominado 16 S rDNA) vêm sendo desenvolvidos e como resultado, os 

pesquisadores verificaram a elevada eficiência deste gene para a classificação 

filogenética de muitos grupos de bactérias( MORALES et. al., 2008). 

Os RNAs ribossômicos apresentam sua classificação baseada em seu 

coeficiente de sedimentação quando sob centrifugação, que deriva tanto do 

tamanho, como da densidade da molécula, em unidades denominadas como 

Svedberg (“S”). Existem três tipos de rRNAs nos procariotos: 5S (120 nucleotídeos), 

16S (1542 nucleotídeos) e 23S (2904 nucleotídeos) (GORAB, 2001). 

 Baseado no genoma referência de Escherichia coli, sabe-se que o 16S rRNA 

possuí aproximadamente 1.500 pares de bases (pb), variando de micro-organismo 

para micro-organismo. Além disso, como característica peculiar, este gene 

apresenta nove regiões conservadas, importantes para o desenho de 

oligonucleotídios universais e nove regiões hiper-variáveis (Figura 2), que são 
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utilizadas como cronômetro molecular e estimativa de distâncias filogenéticas no 

estudo de diversas populações microbianas (NEEFS, 1990; WEISBURG et al., 

1991; RÖLING ; HEAD, 2005; WANG; QIAN, 2009). 

 

 

Figura 2. Exemplo da organização estrutural básica do gene 16S rRNA, de acordo 
com o modelo da E. coli. As regiões hiper-variáveis (V1-V9) estão representadas em 
cinza. 

 
 

3. OBJETIVO GERAL  

 

Identificar filogeneticamente quatro isolados bacterianos obtidos de solo sob o 

cultivo da cana-de-açúcar e manejo de vinhaça, através do sequenciamento do gene 

16S rRNA e efetuar a caracterização para solubilização de fosfato em meio NBRIP. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 
 

(1) Utilizar o gene 16S rRNA dos quatro isolados bacterianos para 

identificação filogenética nos bancos de dados públicos específicos; 

(2) Avaliar a ocorrência de atividade metabólica de quatro isolados 

bacterianos para a solubilização do fósforo em meio líquido NBRIP; 

 (4) Identificar bactérias relacionadas ao ciclo do fósforo no solo. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

Para a realização desse trabalho foram utilizados quatro isolados bacterianos 

(LGA01-EV05, LGA02-EV08, LGA03-V20B e LGA04-V20G) provenientes do banco 
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de cepas do Laboratório de Genética Aplicada (LGA), pertencente ao Departamento 

de Biologia Aplicada à Agropecuária localizado na Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias – UNESP/FCAV, Campus de Jaboticabal. O trabalho foi desenvolvido 

no Laboratório de Bioquímica de Micro-organismos e Plantas (LBMP) pertencente ao 

Departamento de Tecnologia da UNESP/FCAV. Os protocolos, quando não 

especificados pelo fornecedor do kit ou reagentes, foram baseados em Sambrook e 

Russel (2006). Tais técnicas não oferecem risco para o meio ambiente e saúde 

humana, adequando-se aos padrões de biossegurança (NB-1). 

 

4.1 Origem e análise do material coletado 
 

 

As estirpes utilizadas foram isoladas a partir de amostras coletadas de dois 

solos distintos, identificados como Canal Mestre da Vinhaça e Solo de Plantio de 

Cana-de-açúcar e Adubação por Vinhaça. A coleta dos solos foi realizada conforme 

descrito por Omori (2011). Os solos são oriundos da área de plantio de cana-de-

açúcar pertencentes à Fazenda Itaquerê de propriedade da Usina Santa Fé S.A.. 

Esta área está localizada no município de Nova Europa, estado de São Paulo. A 

coleta foi realizada em fevereiro de 2011. A análise das características físicas e 

químicas do solo foi realizada pelo Laboratório de Análise de Solo e Planta do 

Departamento de Solos e Adubos, localizado na UNESP/FCAV. O isolamento em 

cultura pura e manutenção em meio de cultivo dos isolados utilizado neste trabalho 

foram descritos por Omori (2011). Os isolados com nomenclatura EV são referentes 

ao solo do Canal Mestre da Vinhaça (serve para transportar a vinhaça da indústria 

ao campo, sob ação da gravidade) e os isolados com nomenclatura V são do solo 

com Plantio e Irrigação de Vinhaça. 

 

4.2 Cultivo bacteriano e padronização de D.O. das culturas puras 
 

 

Os quatro isolados bacterianos tiveram suas D.O.s de cultivo padronizadas 

em aproximadamente 0,800 no comprimento de onda de 600 nanômetros, após 
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crescimento em meio PEG (conteúdo para 1 L : 0,6 g  de K2HPO4, 0,2 g de MgSO4, 

0,1 g de NaCl, 1,0 g de Extrato de Levedura e 10,0 g de Glicose; pH 6,9) e TY 

(conteúdo para 1 L: 5,0 g de Triptona, 3,0 g de Extrato de Levedura e 0,87 g de 

NaCl; pH 7,2), entre 17- 48 h. O estoque das células crescidas nesta D.O. foi 

padronizado conforme identificação do período da fase logarítimica de crescimento 

no TY líquido. Quando cada uma das culturas bacterianas atingiu a D.O. aproximada 

de 0,8, 800 μl da suspensão foi transferida para 8 tubos de estoque criogênicos 

contendo 200 μl de glicerol estéril. Em seguida, foram estocados em freezer -80 ºC, 

após serem congelados em nitrogênio líquido. 

 

 

4.3 Extração do DNA genômico 
 

 

 O protocolo utilizado foi baseado nos métodos descritos por Marmur (1961), 

com adaptações. Foram utilizados cerca de 0,05 g de pellets das células 

microbianas. Essas células foram sedimentadas em tubos novos de 1,5 mL estéreis, 

sendo ressuspendidas em 400 μL de solução salina 0,85 % v/v. Posteriormente, 

foram acrescentados 40,0 μL de lisozima na concentração de 20 mg/mL, agitando os 

tubos em vórtex. Após a agitação, foram adicionados 13,0 μL de RNAse aos tubos 

que foram deixados em banho-maria na temperatura de 37 ºC por 2 h, com 

inversões a cada 30 min.  

 Passado o tempo, adicionou-se 35,0 μL de Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) 

25% (p/v), submetendo os tubos à inversão manual por 5 min. Ao preparo adicionou-

se 158 μL de Acetato de Sódio 3 M pH 5,2, invertendo os tubos manualmente 

durante 5 min. Logo após, colocou-se 650 μL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) 

(v/v), misturando os reagentes por inversão manual. Os tubos foram centrifugados 

em centrifuga Eppendorf a 20.817 x g, na temperatura de 4 ºC por 15 min. 

 O sobrenadante foi coletado e transferido para novos tubos de 2,0 mL 

estéreis, acrescentado a esta fase dois volumes de etanol absoluto gelado e 

invertendo delicadamente os tubos manualmente para mistura. Os tubos foram 

deixados 20 min em -80 ºC, sendo centrifugados a 20.817 x g, na temperatura de 4 
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ºC por 30 min. O sobrenadante foi descartado adicionando-se 1,0 mL de etanol 70% 

gelado, centrifugando os tubos novamente a 20.817 x g, na temperatura de 4 ºC por 

5 min. Logo após ao descarte do sobrenadante, os tubos tiveram o excesso de 

etanol evaporado em Concentratorplus (Eppendorf), na opção D-AL e sem ajuste de 

temperatura. O DNA foi ressupendido em 100 μL de TE (10:1) pH 8,0 e deixado 

“overnight” na geladeira na temperatura de    4 ºC. 

  

 

4.4 Quantificação do DNA genômico 
 

 

 

 Foi realizada eletroforese em gel de agarose 0,8% p/v contendo brometo de 

etídio (0,5 μg/mL), para detectar a presença e tamanho em pares de base (pb) do 

DNA genômico extraído em comparação a um padrão conhecido, GeneRuler™ 1 kb 

DNA ladder (Fermentas). Foi utilizada cuba modelo Horizon 58 com adição de 

tampão TBE 1X (Tris 89 mM, Ácido Bórico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3). No gel 

foram aplicados 3,0 μL de DNA e 5,0 μL de tampão de carregamento [0,025% de 

azul de bromofenol (p/v) e 50% de glicerol (v/v/)], conduzindo a eletroforese em 

voltagem constante de 90 V por aproximadamente 90 min. 

 A imagem do gel de agarose foi documentada em um aparelho 

fotodocumentador (BIO RAD – GEL DOC 1000), através do software QuantityOne® 

(BIO RAD™, HERCULES, CA, USA). Para quantificar o DNA e avaliar a 

contaminação por proteína ou solução residual, foi utilizado o aparelho Nanodrop 

1000 Spectrophotometer (ThermoScientific – Uniscience) onde o critério de 

avaliação de contaminação por proteínas ou solução residual foi baseado nos 

resultados obtidos pela relação dos comprimentos de onda 260/280 em relação a 

uma amostra negativa (branco) e, a concentração do DNA obtida em nanogramas 

por microlitro (ng/μL), ambos utilizando o software ND-1000 v3.7.1. As amostras de 

DNA foram estocadas em freezer -20 ºC. 
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4.5 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
 

 

 

Os DNAs genômicos extraídos dos isolados tiveram os 1,5 kb (1.500 pb) do 

gene 16S rRNA amplificados por PCR para a identificação do gênero a que 

pertenciam. 

 A reação de amplificação do gene 16S rRNA  a partir do DNA genômico dos 

isolados LGA02-EV08 e LGA03-V20B consistiu de  2,0 μl de Tampão 10X 

(Invitrogen), 0,7 μl de MgCl2 50 mM (Invitrogen), 0,4 μl de Desoxirribonucleotídeos 

Trifosfatos (dNTPs) 10 mM (Invitrogen), 0,2 μl da enzima Taq Polimerase (Invitrogen 

a 5U/μl) ,1,5 μl de cada primer universal FD1 <5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AG-3’> e RD1 <5’-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3’> (WEISBURG et al., 1991) a 5 

pmol/μL ,2,0 μl de DNA de molde a 20,0 ng/μl e 9,5 μl de água Milli-Q ultra pura 

filtrada e autoclavada. A reação de amplificação dos isolados LGA01-EV05 e 

LGA04-V20G consistiu de 2,0 μl de Tampão 10X (Invitrogen), 0,5 μl de MgCl2 50 mM 

(Invitrogen), 0,4 μl de dNTPs 10 mM, 0,2 μl da enzima Taq Polimerase (Invitrogen), 

1,0 μl de cada primer universal FD1 e RD1 a 5 pmol/μL, 2,0 μl de DNA molde a 20,0 

ng/μl e 12,9 μl de água Milli-Q ultra pura (filtrada e autoclavada). 

 Após desnaturação inicial do DNA a 94ºC por 5 min., o programa do 

termociclador (PTC-100™ ProgrammableThermalController (MJ Research, Inc.) 

continha os seguintes passos para amplificação dos produtos de PCR: 35 ciclos de 

desnaturação do DNA a 94 ºC por 30 s, pareamento dos primers a 56 ºC por 40 s, 

extensão a 72 ºC por 1 min e 30 s e, após o término dos ciclos, extensão final a 72 

ºC por 7 min. 

 Os amplicons gerados foram verificados por eletroforese em gel de agarose 

1,5% (p/v), contendo brometo de etídio e tampão de corrida TEB 1X em voltagem 

constante de 90 V por 1 h e 30 min. O gel foi fotografado em fotodocumentador para 

visualização das bandas do tamanho de 1,5 kb conforme descrito no item 4.5. 
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4.6 Sequenciamento dos produtos da PCR 
 

 

Devido à qualidade da reação de PCR, os produtos dos amplicons dos quatro 

isolados foram sequenciados diretamente sem a necessidade de purificação e de 

clonagem dos fragmentos em vetor plasmidial. Para o sequenciamento dos 1,5 kb 

do gene 16S rRNA dos quatro isolados, foram utilizados os primers FD1, F362, 

F786, F1.203 e FD1 (MENNA et al., 2006). Nesta disposição (com exceção do RD1), 

os primers abragem desde o primeiro par de base do gene amplificado até os 1300 

pb em média. 

 As reações de sequenciamento foram padronizadas para um volume final de 

10,0 μl para todos os isolados. Para sequenciar o 16S rRNA dos isolados LGA01-

EV05 e LGA04-V20G utilizando os primers FD1 e RD1 (5 pmol/μl), foram utilizados 

4,0 μl do tampão de sequenciamento, 1,0 μl de cada um dos primers FD1 ou RD1, 

1,0 μl de enzima BigDye e 1,3 μl de DNA a 50 ng/μl. Nas reações dos primers F362, 

F786 e F1.203, foi utilizado 0,6 μl de cada primer a 5 pmol/μl, 4,0 μl de tampão de 

sequenciamento, 1,0μl de BigDye e 1,3 ng/μl dos produtos de PCR. Para o 

sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados LGA02-EV08 e LGA03-V20B 

utilizando os primers FD1, F786, F1.203 e RD1 (5 pmol/μl), foram utilizados 4,0 μl do 

tampão de sequenciamento, 1,0 μl de cada um dos primers, 1,0 μl de enzima Big 

Dye e 1,3 μl de DNA a 50 ng/μL. Na reação do primer F362, foi utilizado 4,0 μl do 

tampão de sequencimaneto, 1,0 μl de BigDye, 1,0 μl do primer a 5 pmol/μl e 1,3 

ng/μl dos produtos de PCR. A reação foi submetida ao termociclador seguindo 

desnaturação inicial a 96 ºC por 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 96ºC por 10 

segundos, 52 ºC por 20 segundos e 60 ºC por 4 min. Ao final da reação, o aparelho 

manteve temperatura constante de 10 ºC até que as amostras fossem retiradas do 

aparelho e armazenadas em temperatura de 4 ºC. 

 Posteriormente à reação de sequenciamento, os fragmentos de DNA foram 

precipitados e os Dideoxinucleotídeos Trifosfatos (ddNTPs) marcados por 

fluorescências não incorporados foram retirados por sucessivas lavagens. No 

primeiro momento foram adicionados 80,0 μl de isopropanol 75% (v/v), sendo as 

microplacas de 96 poços agitadas sutilmente. Logo após, as amostras foram 
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mantidas por 15 min. à temperatura ambiente (25 ºC), sendo posteriormente 

centrifugadas a 3.220 x g na temperatura de 15 ºC por 45 min. Após a centrifugação 

foi descartado o sobrenadante e as microplacas foram mantidas por 5 min. invertidas 

em papel toalha absorvente. Aos poços das microplacas, foram adicionados 180 μL 

de etanol 70% (v/v) gelado, seguindo para centrifugação a 3.220 x g na temperatura 

de 20 ºC por 5 min.. Esta última operação foi feita por mais duas vezes e as 

amostras foram secas em fluxo laminar por 1 h. 

 Em seguida, as amostras foram ressuspendidas com 9,0 μlHi-Di Formamide-

Catálogo-P/N 4311320 (ABI Prism) e desnaturadas a 95 ºC por 5 min. O 

sequenciamento dos amplicons foi realizado no sequenciador capilar modelo ABI 

3100-Perkin Elmer. 

 

 

4.7 Análises de Bioinformática 
 

 

 Os eletroferogramas gerados pelo sequenciador capilar foram avaliados 

quanto à qualidade (Phred≥ 20). O gene 16S rRNA foi montado nos seus 

aproximadamente 1,5 kb pelo pacote de programas Phred/Phrap/Consed (GORDON 

et al., 1998). 

 Após a montagem dos contigs do 16S rRNA, as sequências foram submetidas 

à consulta de similaridade de nucleotídeos contra os bancos de dados que possuem 

outras sequências conhecidas depositadas: (i) o GenBank, acessado através do site 

do National Center for Biotecnology Information (NCBI) utilizando a ferramenta 

nucleotide BLAST (BLASTn) e (ii) Ribosomal Database Project (RDP II), utilizando 

confiabilidade de 95% e a ferramenta Seqmatch.  

Com o objetivo de verificar se as informações obtidas com a comparação das 

quatro sequências dos isolados (query) com os dados contidos nos bancos de dados 

(subject) foi realizada a construção de um dendrograma. A seleção das sequências 

de comparação foi realizada tendo como parâmetro a escolha de sequências que 

apresentassem as maiores similaridades (≥ 97% no BLASTn e score próximo a 1,0 

no Seqmatch).  
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 Para o alinhamento e tratamento das sequencias brutas, utilizou-se o 

programa BioEdit v.7.0.5.3, disponível para download em 

http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/BioEdit.shtmL. As sequências editadas 

foram submetidas ao programa MEGA 6 para a construção da árvore filogenética 

utilizando o método de Máxima Verossimilhança com Bootstrap para 1.000 réplicas. 

Este software está disponível em: http://www.megasoftware.net/ (TAMURA et al., 

2011). 

 

4.8 Teste para atividade de solubilização de fosfato 
 

 
 Após a padronização da D.O. dos quatro isolados (item 4.2), todos foram 

testados para atividade de solubilização de fosfato em National Botanical Research 

Institute’s Phosphate (meio NBRIP), (composição para 1L: 10,0 g de Glicose, 5,0 g 

de MgCl2 x 6H2O, 0,25 g de MgSO4 x 7H2O, 0,20 g de KCl, 0,10 g de (NH4)2SO4 e 20 

ml de Ca5(OH)(PO4)3; pH 7,0). A concentração de Fosfato nestas condições era de 2 

mg/ml. 

 As células congeladas em freezer -80 ºC foram descongeladas sob gelo. Para 

o start dos isolados, foram inoculados 100 μl (D.O. 0,8) de suspensão bacteriana em 

50 ml de meio TY estéril. Após 17-48 h de crescimento, aproximadamente 5 ml de 

suspensão foi transferida para 50 ml de meio NBRIP estéril para a realização do pré-

inóculo (fase de adaptação) por aproximadamente 24 h. Transcorrido às 24 h, 

inoculou-se aproximadamente a D.O. de 0,1 em 5 erlenmeyers contendo 50 ml de 

meio NBRIP estéril para cada uma das quatro bactérias. O primeiro erlenmeyer teve 

a D.O. aferida a cada 2 h (total de cinco leituras no dia) e o restante dos erlenmeyers 

tiveram as D.O.s aferidas após 24 h, 48 h, 72 h e 96 h do inóculo. O branco neste 

caso foi o meio NBRIP estéril e as leituras foram feitas em triplicata. 

 Além disto, também foi medido a D.O. de células ressuspendidas em H2O 

milli-Q estéril. Para isso, 1 ml do cultivo de cada tempo em triplicata (com exceção 

do primeiro dia) foi reservado em microtubos de 1,5 ml estéreis, sendo centrifugados 

a 10.600 x g, por 2 min a 25 ºC. O pellet foi lavado duas vezes em H2O milli-Q 

estéril. Após ressupensão em H2O milli-Q, foi dado o branco no biofotômetro com 
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H2O milli-Q e foi realizada a leitura de Biomassa Ressuspendida (BR) para todos os 

tempos. Para aferir o peso de Biomassa Seca (BS) e quantificar a presença de 

fosfato solúvel (PS) e fosfato insolúvel (Pi) no meio, após 15 min de precipitação de 

particulados insolúveis a temperatura ambiente, foi realizada uma centrifugação a 

baixa rotação de 420,0 x g, 2 min a 25 ºC. O sobrenadante foi coletado em triplicata 

e reservado, bem como o precipitado. A partir de uma solução de K2HPO4 a 500 µM, 

foi construída uma curva padrão usando diferentes concentrações de fosfato solúvel 

(TAUSSKY ; SHORR, 1953). Após a construção da equação da reta (R2 0.9998), os 

valores de D.O. medidos para cada tempo de crescimento em NBRIP foram 

utilizados para o cálculo das concentrações de fosfato solubilizado pelas bactérias a 

partir da amostra PS, onde foi usado D.O. de 700 nm e o branco utilizado foi  

descrito por Taussky ; Shorr(1953). Para Pi, foi dado o branco no biofotômetro 

usando os sais do meio NBRIP com leitura na D.O. de 600 nm. 

A quantificação do Pi, foi feita também através da técnica de azul de 

fosfomolibdênio de acordo com Chen et al. (2006).O meio ao qual os isolados foram 

submetidos para esta técnica, foi o NBRIP líquido, conforme descrição acima 

supracitada. As alíquotas (1 ml) foram centrifugadas a 420,0 x g por 5 min. Em um 

erlenmeyer, foram adicionados 450 μl de água Milli-Q, 250 μl do sobrenadante, 50 μl 

do meio NBRIP, 500 μl do reagente 1 (íons molibdato em solução sulfúrica) e  500μl 

do reagente 2 (ácido ascórbico e pequena quantidade de antimônio).  

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

5.1 Perfil da eletroforese após a amplificação do gene 16S rRNA a partir do 
DNA genômico 
 

 

 

A Figura 3 representa a foto do DNA genômico em duplicata dos quatro 

isolados bacterianos LGA01-EV05, LGA-02-EV08, LGA03-V20B e LGA04-V20G. 

Nota-se um perfil que demonstra a qualidade satisfatória dos mesmos, considerando 

o aparecimento de uma banda de alto peso molecular no topo de gel. A qualidade e 
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pureza das amostras de DNA genômico são fundamentais para os processos 

subsequentes de experimentação, particularmente a obtenção de um amplicon 16S 

rRNA com eficiência e especificidade a partir da PCR (Figura 4). Este amplicon 

aparece próximo a banda de 1,5 Kb do marcador, referenciando o tamanho 

esperado do amplicon 16S rRNA.  

 

 
Figura 3. Perfil da eletroforese em gel de agarose 0,8%(p/v) da amostra de DNA 
genômico obtido dos quatro isolados bacterianos. Na canaleta P foi aplicado 3,0 μl 
de padrão GeneRuler™ 1 kb DNA ladder (Fermentas). O DNA genômico dos quatro 
isolados, 1 (LGA01-EV05), 2 (LGA02-EV08), 3 (LGA03-V20B) e 4 (LGA04-V20G) 
está com altura maior que 10 kb. 
 

 
 

 
Figura 4. Padrão dos amplicons 16S rRNA obtidos através da PCR dos quatro 
isolados bacterianos: 1 (LGA04-V20G), 2 (LGA03-V20B), 3 (LGA02-EV08) e 4 
(LGA01-EV05).  
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5.2 Filogenia dos quatro isolados bacterianos baseados no gene 16S rRNA 
 

 

O agrupamento das análises dos quatro isolados bacterianos LGA01-EV05, 

LGA02-EV08, LGA03-V20B e LGA04-V20G, baseadas nas sequências do gene 16S 

rRNA, permitiu o agrupamento coerente entre os gêneros distribuídos no 

dendrograma (Figura 5). Os isolados deste estudo agruparam em três diferentes 

ramos da árvore, sendo que LGA01-EV05 aparece no ramo Microcobacteriaceae, 

LGA03-V20B e LGA04-V20G no ramo pertencente a Micrococcaceae, ambos do filo 

Actinobacteria, e LGA02-EV08 isolado dos demais dentro do filo Firmicutes. 

De acordo com Nunes (2006) o maior percentual de espécies bacterianas 

identificadas está principalmente nos filos Proteobacteria, Firmicutes e 

Actinobacteria, os quais podem corresponder por mais de 90% das espécies 

conhecidas. Em contrapartida, há filos bacterianos com exemplares inusitados e 

com poucos representantes.    

Vale mencionar que mudanças na frequência de aparecimento nos grupos de 

micro-organismos identificados podem ser verificadas no decorrer do ano, e são 

provocadas por divergências em fatores abióticos do solo como temperatura, 

umidade e pH (BOSSIO et al., 1998). Inclusive, há indícios de que a aplicação de 

vinhaça favorece para a predominância de certos táxons bacterianos nos solos sob 

cultivo de cana-de-açúcar, como os caracterizados nesse trabalho (OMORI, 2014).  

O clima tropical típico do Brasil está submetido a muitas alterações climáticas ao 

longo do ano e assim, pode intervir na composição da comunidade bacteriana em 

certas épocas (VAL-MORAES, 2008).  Adicionalmente, as práticas agrícolas 

adotadas podem provocar mudanças nas características do solo, agindo de forma 

direta na comunidade microbiana, sendo que esta deve adequar a tais alterações da 

composição, fator este imprescindível para a manutenção de uma comunidade no 

ecossistema (BERNARDES; SANTOS, 2006). 

O isolado LGA01-EV05 mostrou alta similaridade com 98% de sequência de 

nucleotídeos com Curtobacterium albidum (AB046363), o isolado LGA02-EV08 

denota 97% de similaridade com Brevibacillus nitrificans (AB507254), os isolados 

LGA03-V20B e LGA04-V20G evidenciam elevado grau de similaridade entre si e 

98% com Sinomonas soli (HQ605707).  
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Na avaliação da diversidade de micro-organismos é adotado o conceito de 

Operational Taxonomic Units (OTU), ou Unidade Taxonômica Operacional, ou ainda 

Filotipos (NUBEL et al., 1999; STACH et al., 2003). Tais unidades taxonômicas 

podem reportar-se a qualquer nível taxonômico, necessitando de definição clara dos 

seus limites. Por exemplo, similaridade maior ou igual a 97% em um alinhamento de 

fragmentos do gene 16S rRNA, é um valor geralmente usado como uma 

aproximação para espécies, identidade maior ou igual a 95%, como uma 

aproximação para gênero e maior ou igual a 80% como uma aproximação para filo 

(BORNEMAM; TRIPLETT,1997; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005). Conforme Stach 

et al. (2003) o emprego de OTU é propício para verificar riqueza relativa quando 

sequências do gene 16S rRNA são comparadas conforme  a mesma região no gene. 
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Figura 5. Árvore ilustrando a classificação das Unidades Taxonômicas Operacionais 
(UTOs) relacionadas aos filos Actinobacteria e Firmicutes recuperadas de EV e V. A 
escala mostra que a cada posição ocorrem 0,05 substituições de nucleotídeos. Os 
números mostrados nas conexões indicam os valores de bootstrap (percentual de 
1000 repetições). Os números à frente da classificação taxonômica indicam a 
Sequência de acesso do banco de dados NCBI. 
 

 

Para a construção da árvore, conforme descrito no item 4.7 foi utilizado o 

método da máxima verossimilhança. A abordagem empregada por este método é 
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especialmente aprimorada e alguns estudos indicam que ele pode recuperar a 

árvore correta com maior frequência que outros métodos de construção de árvores 

filogenéticas (GUINDON; GASCUEL, 2006). 

 

5.3 Características e Potencial dos isolados verificados em solos com manejo 
de vinhaça 

 

 

As bactérias podem apresentar vários efeitos no crescimento da planta 

hospedeira (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). A título de exemplo, podem ser 

utilizadas como biofertilizantes, elevando a produtividade da cultura através de uma 

associação de mecanismos que podem contribuir para produção de fitormônios, 

fixação biológica de nitrogênio, acréscimo da disponibilidade de nutrientes do solo e 

controle de doenças (COCKING, 2003). Paradoxalmente, os agroquímicos usados 

com incidência nos sistemas de produção agrícola acarretam muitos impactos nos 

ecossistemas, provocando o mecanismo de seleção natural de linhagens de micro-

organismos resistentes e dificultando assim o controle de doenças (COLLADO et al., 

2007). O controle de patógenos presentes no solo abarca várias dificuldades. 

Entretanto, o controle biológico é documentado como uma técnica de grande 

sucesso, além de ser menos prejudicial aos ecossistemas (JOHN et al., 2010; 

HOOPEN et al., 2012).         

É provável que os micro-organismos caracterizados neste trabalho tenham 

eventual potencial para serem utilizados em favor de um equilíbrio natural nos 

ecossistemas. 

As Actinobactérias são procariotos Gram positivos que possuem grande 

concentração de guanina e citosina (G + C) em seu DNA, podendo compor cerca de 

70% do total de bases nucleotídicas (GÃO; PARAMANATHAN; GUPTA, 2006; 

MIÃO; DAVIES, 2010; RODRIGUES, 2006). Sua distribuição ocorre principalmente 

no solo, mas podem ser encontradas também na água e em outros locais. Tais 

micro-organismos são aeróbios estritos, possuem filamentos micelianos, 

semelhantes às hifas dos fungos e são conhecidas no mundo todo pela produção de 

antibióticos e pela capacidade de estabelecer uma relação de colonização com a 
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rizosfera da planta hospedeira (PADILHA, 1998; UJIKAWA, 2003; HOSTER et al., 

2005). Outro papel importante das Actinobactérias é a liberação de enzimas 

extracelulares, como as de atividade celulolítica que atuam sobre a degradação de 

certos componentes da parede celulósica dos vegetais e de metabólitos 

secundários, que agem direta e/ou indiretamente na promoção do crescimento da 

planta (MERZAEVA; SHIROKIKH, 2006; SOUSA et al., 2009). 

 Esses dados sobre a importância ecológica das Actinobactérias foram 

comprovados por Bulgari et al. (2011) ao relatarem que, algumas bactérias do 

gênero Curtobacterium são utilizadas como controle biológico, promovendo o 

mecanismo de resistência sistêmica induzida (ISR), contra possíveis patógenos, 

observado em cultivares de pepinos (Cucumis sativus). Nessa mesma linha de 

pesquisa, Reiter et al. (2002) comprovaram que o desenvolvimento da doença 

provocada por Erwinia carotovora, uma bactéria patogênica que ataca a raiz da 

cenoura (Daucus carota), pode ser inibido por inoculação do gênero em questão. Há 

também estudos comprobatórios que detalham que estirpes pertencentes ao gênero 

Curtobacterium podem auxiliar na absorção de Níquel (Ni) em solos com esse 

elemento. O Ni é um micronutriente catiônico está associado às rochas ígneas e é 

um dos elementos mais recentemente identificado como essencial para as plantas 

(IDRIS et al., 2004). Dentre as funções desse metal para os vegetais, destacam-se a 

atuação no metabolismo do nitrogênio, acréscimo da atividade da urease foliar, 

contribuição para o crescimento, metabolismo, envelhecimento e absorção de Ferro 

(Fe), aumento do mecanismo de resistência das plantas à doenças. 

Segundo Tsavkelova et al.(2007) além da produção em tecidos da planta, a 

síntese de  ácido indolacético (AIA) é disseminada entre bactérias associadas às 

plantas. Neste contexto, bactérias endofíticas e epifíticas do gênero Curtobacterium 

spp, podem favorecer o crescimento vegetal. 

 Curtobacterium são muito bem adaptados à sobrevivência nos mais variados 

habitats, inclusive em ambientes aonde as condições são desfavoráveis (da SILVA 

et al., 2013).  

De acordo com os estudos de Moreira e Siqueira (2006) Sinomonas spp. são 

numerosas no meio, extremamente versáteis com relação à nutrição, degradam 

pesticidas, herbicidas e outras moléculas sintéticas. 
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As Firmicutes são na maioria bactérias Gram-positivas com pequena 

quantidade de guanina e citosina (G + C). Os gêneros Bacillus e Clostridium são os 

que possuem maior representatividade nesse filo. Estes organismos podem ser de 

um modo geral classificados com relação à taxa de guanina e citosina no DNA.  Em 

uma pesquisa realizada por Jansen (2006) foi analisada 32 bibliotecas feitas a partir 

da amplificação de genes 16S rRNA de amostras de solo coletadas em diferentes 

países. O filo Firmicutes apresentava, em média, apenas 2% do total da composição 

das bibliotecas analisadas, sendo os dois gêneros acima supracitados que possuíam 

maior número de representantes. Essa pequena abundância de membros desse filo 

é apresentada por outros estudos de avaliação de diversidade bacteriana de solos. 

Como o trabalho realizado por Youssef e Elshaned (2009) que ao avaliarem cinco 

grandes bibliotecas de clones puderam observar tanto a abundância dos membros 

dos filos mais representativos, quanto à diversidade dos mesmos.  Esses autores 

verificaram a pequena quantidade dos membros do filo Firmicutes nas amostras, 

mas em compensação, era o filo que possuía maior diversidade de micro-

organismos. 

Vale salientar que, a pequena quantidade dos membros do filo Firmicutes nas 

bibliotecas montadas a partir da amplificação do gene 16S rRNA acontece pela 

dificuldade em lisar células vegetativas e esporos (YOUSSEF; ELSHANED, 2009; 

JANSSEN, 2006). Essa característica, de formar esporos, está presente em muitos 

representantes dos seus gêneros, o que possibilita resistência às condições 

adversas (da SILVA et al., 2013). Vreeland et al.(2000) obtiveram o isolamento de 

esporos em representantes do filo Firmicutes em  amostras de cristais de cloreto de 

sódio (NaCl) datadas do período Permiano, com aproximadamente  250 milhões de 

anos. Esses relatos corroboram sobre a enorme resistência desses esporos.                         

Já foi demonstrado que cada espécie faz uso de recursos distintos e ocupam 

nichos diferentes na comunidade, logo, as comunidades mais diversificadas 

possuem uma maior contribuição ao ecossistema (GIOVANNONI, 2004; BELL et al., 

2005). Essa mesma ideia pode ser generalizada para linhagens com maior 

diversidade, como é o caso dos membros do filo Firmicutes e realça a importância 

do grupo para a manutenção das comunidades da microbiota do solo. 



25 

 

Nesse contexto, os representantes desse filo são pouco identificados em 

análises feitas com o uso de técnicas moleculares avançadas, isso demonstra a 

necessidade de isolamento e identificação de novas amostras (JANSSEN, 2006; 

ZHANG; XU, 2008). 

Pelas razões explícitas é fundamental uma ampliação de pesquisas de 

caracterização de integrantes do filo Firmicutes para expandir o conhecimento 

essencial desses micro-organismos e o número de sequências depositadas em 

bancos de dados para que estes viabilizem mais dados para outras pesquisas de 

descrição filogenética das comunidades microbianas. 

Em outros estudos foi comprovada a capacidade de biorremediação de solos 

utilizando espécies do gênero Brevibacillus, que foram eficientes na neutralização de 

metais tóxicos (RUIZ-LOZANO; AZCÓN, 2011). Esses dados são concordantes com 

Singh et al. (2012) que avaliaram, a partir de solos contaminados com malation,  

inseticida organofosforado amplamente utilizado no Brasil, um alto  percentual de 

aproximadamente  72,20% de degradação por Brevibacillus sp.  

Em razão dessa característica, o potencial deste gênero para biorremediação 

de solos por óleos ou por agrotóxicos está sendo amplamente investigado. Da Silva 

et al. (2013) demonstram a importância de muitos representantes desse filo, serem 

fixadores de nitrogênio, solubilizadores de fostato, ou produtores de auxinas, 

responsáveis pelo crescimento das plantas.  

Os resultados de classificação taxonômica deste trabalho estão de acordo 

com Dini-Andreote et al. (2010) que ao realizarem caracterização molecular de 

isolados bacterianos de solos oriundos de plantação de cana-de-açúcar da região de 

Piracicaba, estado de São Paulo, constataram que os filos predominantes foram: 

Proteobactéria, Actinobacteria, Firmicutes e Acidobacteria.De forma similar Omori 

(2014) ao propor um estudo sobre a classificação taxonômica de isolados 

bacterianos de solos sob cultivo de cana-de-açúcar com manejo de vinhaça de uma 

região de Nova Europa, estado de São Paulo, verificou onze filos diferentes e dentre 

estes Actinobactérias, foi um dos filos de maior representatividade. O filo Firmicutes 

também foi caracterizado no referido trabalho com uma considerável percentual. 

Esses dados se enquadram com os resultados obtidos neste trabalho. 
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Esse tipo de estudo amplia as possibilidades da microbiologia clássica na 

identificação de novos micro-organismos, contribuindo assim com a alimentação dos 

bancos de dados do mundo todo, além de explorar as rotas metabólicas dos 

mesmos, de maneira a garantir a sustentabilidade e o funcionamento dos 

ecossistemas terrestres. 

Pesquisas futuras através de outros testes bioquímicos, além da solubilização 

de fosfato são sugeridas entre os quatro isolados utilizados no presente trabalho, 

para avaliar a atividade metabólica dos mesmos com a finalidade de validar e/ou 

descobrir produtos de interesse biotecnológico, de maneira a contribuir para práticas 

agrícolas mais adequadas e sustentáveis. 

 

5.4 Avaliação da solubilização de fosfato em meio NBRIP líquido 
 
 
 Foram realizadas curvas de crescimento para os isolados em meio NBRIP, 

para estabelecer o comportamento metabólico e determinar o potencial dos mesmos 

para solubilização de fosfato nos ensaios bioquímicos (Figura 6). Ao longo do 

crescimento bacteriano em meio de cultura líquido, as bactérias mostram uma curva 

de crescimento padrão, quando este é determinado como o logarítimo do número de 

bactérias num intervalo de tempo, constituída de quatro fases diferentes: fase lag, 

fase log, fase estacionária e fase de declínio (KONEMAN et al., 2001). A partir 

destes dados constatou-se que os isolados LGA02-EV08 e LGA04-V20G 

apresentaram um menor índice de crescimento, porém, foram as bactérias que 

demonstraram melhores taxas de solubilização de fosfato. 

 Foi construída também uma curva padrão usando diferentes concentrações 

de fosfato solúvel. Após a construção da equação da reta, os valores de D.O. 

medidos para cada tempo de crescimento em NBRIP foram utilizados para o cálculo 

das concentrações de fosfato solubilizado (Figura 7). 
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Figura 6. Avaliação do número de células dos isolados bacterianos durante o 
intervalo de tempo de 96 h. As D.Os. dos quatro isolados foram aferidas numa 
variação de 24 h. No total foram feitas quatro leituras em triplicata para cada isolado. 
 
 

 

           

Figura 7. Reta padrão das curvas de solubilização de fosfato, evidenciando a 
qualidade e confiabilidade das mesmas. 

 
A avaliação do potencial bacteriano para solubilização de fosfato foi realizada 

por meio de ensaio bioquímico em meio NBRIP contento fosfato particulado 
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insolúvel. Os quatro isolados bacterianos demonstraram boas taxas de solubilização 

(Figura 8). Foram feitas análises estatísticas dos dados da solução padrão de 

k2HPO4 usada como parâmetro para descobrir a concentração de fósforo 

solubilizada no meio NBRIP pelas bactérias (Quadro 1).Observou-se que não houve 

diferença estatística entre os grupos LGA02-EV08 e LGA04-V20G, sendo as 

melhores bactérias solubilizadoras de fosfato. Elas apresentaram um rendimento 

cerca de quatro vezes superior ao grupo LGA03-V20B, o pior entre os analisados.   

 Houve diferença entre a LGA03-V20B e todos os grupos, em todos os 

tempos, com exceção dos tempos 48 h e 96 h comparado com o LGA01-EV05. Já o 

LGA01-EV05 teve diferença entre os grupos LGA02-EV08 e LGA04-V20G nos 

tempos 48 h e 96 h. A estatística usada foi two-way ANOVA com pós-test de 

Bonferroni. Foram consideradas diferenças significativas para p<0,01. 

A dosagem de fosfato solubilizado foi determinada também pelo método 

colorimétrico (Figura 9). Os componentes ácidos presentes nos reagentes 1 e 2 ( 

conforme descrito no ítem 4.8) ocasionam a formação e redução do ácido 

fosfomolibdico.O máximo de absorção do azul de fosfomolibdênio formado na 

presença de antimônio ocorre no comprimento de 880 nm. 

 

 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

Figura 8. Avaliação da solubilização de fosfato dos quatro isolados bacterianos: 
LGA01-EV05, LGA02-EV08, LGA03-V20B e LGA04-V20G aferida no intervalo de 
tempo de 24 h. No total de quatro leituras. 
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Quadro 1. Análises estatísticas da concentração de fósforo solubilizada no meio 
NBRIP pelos quatros isolados bacterianos 

 

 
            
Tempo 

     
Média 

               
Desvio 

NBRIP inóculo 0 37,120 0,000 
V20B 24 11,50a 0,7242 
 48 11,90a 0,3718 
 72 12,24a 0,3915 
  96 10,94a 0,1326 
V20G 0 37,120 0,000 
 24 3,5522d 0,3433 
 48 0,4179e  0,7238 
 72 4,6269d 0,8687 
  96 3,0498d 0,7421 
EV08 0 37,120 0,000 
 24 6,3134b 1,8292 
 48 3,4328d 0,0651 
 72 1,4577bc 6,4441 
  96 1,8756e 1,3129 
EV05 0 37,120 0,000 
 24 6,3582b 0,1952 
 48 9,7214a 3,2583 
 72 7,3887c 0,4877 
  96 8,3383c 1,2294 
 
 

Branco Inóculo

Reação

                             
Figura 9. Dosagem de fosfato precipitado por meio colorimétrico através da técnica 

de azul de fosfomolibdênio. 



30 

 

 
Devido ao decréscimo de fontes naturais de fósforo, que é um nutriente 

indispensável ao crescimento das plantas sendo usado na fertilização dos solos 

agrícolas, novas alternativas vêm sendo estudadas, destacando-se os micro-

organismos solubilizadores de fosfatos. Estes são imprescindíveis no ciclo do 

fósforo, porque podem disponibilizar esse nutriente para as plantas através da 

solubilização de fosfato insolúvel (MALBOOBI et al., 2009; ZENG et al., 2012). 

Neste sentido, procura-se caracterizar e avaliar isolados bacterianos que 

expressem atividades para solubilização de fosfato. Esta bioprospecção é resultado 

do grande potencial desses micro-organismos que podem interferir de forma positiva 

no desenvolvimento das plantas. Dessa maneira, várias pesquisas buscam analisar 

a eficiência de bactérias que solubilizem fosfato inorgânico com o objetivo de ampliar 

o uso da biotecnologia microbiana e posterior aplicabilidade nos modos de produção 

agrícola (GYANESHWAR et al., 2002, TAURIAN et al., 2010; COMPANT et al., 

2010). 

Estudos apontam que as Actinobactérias proporcionam o crescimento das plantas 

por meio de métodos diretos e indiretos, dentre os quais merecem destaque a 

solubilização de fósforo pelas fosfatases e fixação biológica de nitrogênio (N2), além 

da produção de substâncias antimicrobianas (NIMNOI et al., 2010; SOLANS et al., 

2011). Em trabalho similar, Meena et al. (2013) observaram que dentre as 26 

Actinobactérias isoladas de um ecossitema marinho, 8 produziram fosfatases, além 

de outras enzimas importantes que podem ser empregadas na indústria. A validação 

dessa potencial atividade de liberação de fosfatases pelo referido filo, foi 

comprovada por Ribeiro e Cardoso (2012) que ao estudarem 96 bactérias em 

associação às raízes da Araucaria angustifolia, constataram que 83 isolados (85%) 

produziram fosfatases. Portanto, é possível avaliar o papel das Actinobactérias em 

produzir substâncias importantes que podem ser aplicadas nas plantações visando o 

desenvolvimento sustentável da agricultura (HOLGUIN et al., 2000; SOLANS et al., 

2011). 

A atividade solubilizadora de fosfato do isolado LGA01-EV05 com alta 

similaridade à Curtobacterium, foi comprovada por Bulgari et al. (2011). 

Adicionalmente, estes autores demonstraram que este gênero apresenta também 

ação de produção de sideróforos, garantindo às plantas absorção de micronutrientes 



31 

 

como o íon ferro (Fe2+), e produção de Ácido indolacético (IAA), hormônio que 

garante o crescimento das plantas. Esses metabólitos secundários produzidos pelo 

gênero Curtobacterium possuem um papel importante em termos biotecnológicos e 

ecológicos. 

Pesquisas realizadas por Yadav et al. (2009) evidenciam sobre a importância 

de representantes do gênero Brevibacillus atuarem em solubilização de fosfato, 

garantindo o melhoramento da produtividade agrícola. Essa importante atividade 

bacteriana tem sido amplamente utilizada em novas tecnologias de biofertilização, 

utilizado pelas agroindústrias do mundo, o que resulta em uma diminuição de 

fertilizantes químicos (PÉREZ et al., 2007).  

 Estudos realizados por Khan et al. (2006) em solos aos Sul da Índia 

demonstram que estirpes pertencentes ao gênero Sinomonas possuem atividade 

promissora para solubilização de fosfato. 

 

5.5 Medida do pH do meio de cultivo NBRIP líquido 
 
 
O pH representa um importante fator limitante para a atividade e distribuição 

dos micro-organismos. As bactérias presentes no solo são mais adaptadas a valores 

que variam entre 6,0 e 8,0 (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

Nesse sentido, é que o pH em torno de 7,0 foi utilizado para observar a 

correlação desse parâmetro químico, com a atividade de solubilização de fosfato 

desempenhada pelos quatros isolados bacterianos utilizados neste trabalho (Figura 

10). Os isolados LGA04-V20G e LGA02-EV08 foram os que obtiveram melhores 

taxas de solubilização de fosfato (Quadro 01) o que sugere que a faixa de pH com  

valores próximos de 5,0 a 6,0 parece realmente estar relacionada com a otimização 

das atividades desses dois grupos. Porém, observa-se que não foi exatamente o 

menor valor de pH, o mais acidificado, que corroborou para melhor atividade de 

solubilização de fosfato entre estes dois isolados.  Neste caso, pode-se especular 

que estes organismos exercem seu papel solubilizador por meio de atividade 

enzimática fosfatase em vez da liberação de ácidos. Há diversos relatos na literatura 

que indicam que o principal mecanismo relacionado com a solubilização de fósforo é 
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a produção e liberação de ácidos pelas bactérias, sendo os ácidos láctico, itacónico, 

isovalérico, isobutírico e acético, os mais descritos (VAZQUEZ et al., 2009, DIAS et 

al., 2009). Embora os mecanismos que envolvam a solubilização de fósforo por 

micro-organismos sejam considerados bastante complexos, que dependem de 

diversos fatores como disponibilidade de nutrientes, condições fisiológicas e de 

crescimento da cultura microbiana. Há autores que indicam que tais mecanismos 

ainda não estejam completamente elucidados (WELCH et al., 2002; YI et al., 2008). 

Sendo assim, é indicado que sejam feitos outros testes para avaliar com mais 

precisão o mecanismo de solubilização de fosfato adotado pelos isolados 

caracterizados no presente trabalho. 

 

                 
Figura 10. Avaliação do pH dos quatro isolados bacterianos aferida no intervalo de 
24h. No total de quatro leituras.        
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6.0 CONCLUSÃO 
 

 

 O sequenciamento do gene 16SrRNA possibilitou  a classificação taxonômica 

de isolados bacterianos de solos com manejo de vinhaça. 

 O isolado LGA01-EV05 mostrou alta similaridade de sequência com 

Curtobacterium albidum, o isolado LGA02-EV08 denota similaridade com 

Brevibacillus nitrificans, os isolados LGA03-V20B e LGA04-V20G evidenciam 

elevado grau de similaridade entre si e com Sinomonas soli. 

 A caracterização molecular possibilitou identificar filos e gêneros importantes 

para o processo de solubilização das fontes de fósforo; 

 Os quatro isolados estudados neste trabalho demostraram eficiência em 

solubilizar fosfato. Porém, os isolados LGA02-EV08 e LGA04-V20G foram 

quem mais se destacaram para essa atividade. 
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