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 RESUMO GERAL 

 

GALVÃO, Patrícia Gonçalves. Análise proteômica de estirpes selvagem PAL5 e mutante 

lao
-
 de Gluconacetobacter diazotrophicus cultivadas na ausência e presença de triptofano 

e o efeito de sua inoculação em plantas micropropagadas de cana-de-açúcar. 2012. 147f. 

Tese (Doutorado em Agronomia, Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de 

Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012. 

 

Este estudo teve por objetivo avaliar o perfil de expressão de proteínas de G. 

diazotrophicus PAL5 e seu mutante defectivo na produção de compostos indólicos (lao
-
) 

cultivados na presença e ausência de triptofano através da técnica de 2DE-PAGE. A análise 

por espectrometria de massa permitiu a identificação de 24 proteínas diferencialmente 

expressas. A maioria das proteínas com a expressão diminuída em PAL5 cultivada em meio 

com triptofano em relação ao meio de cultivo sem esse aminoácido pertenceu à categoria 

modificação pós-traducional, turnover de proteínas e chaperonas. No mutante lao
-
 cultivado 

nas mesmas condições, a maioria das proteínas que apresentaram expressão diferencial 

pertencia à categoria produção e conversão de energia. Em adição, a maioria das proteínas 

que foram diferencialmente expressas no mutante lao
-
 em comparação com a estirpe selvagem 

PAL5 pertencia à categoria metabolismo e transporte de carboidratos. Por outro lado, não 

foram observadas proteínas relacionadas à biossíntese de triptofano em nenhuma condição 

analisada possivelmente devido ao baixo rendimento das identificações por espectrometria.  

Além das análises dos perfis de proteínas, os mutantes lao
-
 e nif

-
 de G. diazotrophicus foram 

inoculados em plantas de cana-de-açúcar micropropagadas com o objetivo de determinar a 

influência das auxinas na promoção do crescimento dessa cultura em comparação com a 

estirpe selvagem PAL5. O primeiro experimento, conduzido em condições de hidroponia pelo 

período de 10 dias, mostrou efeito significativo da inoculação da estirpe selvagem na 

promoção de crescimento da parte área das plantas, enquanto que o mutante lao
-
, não diferiu 

estatisticamente do controle não inoculado. O outro experimento, foi conduzido por 120 dias 

em vasos com substrato areia:vermiculita contendo 30 ou 60 ppm de sulfato de amônio 

enriquecido com 
15

N e as plântulas foram inoculadas in vitro. Os resultados mostraram uma 

diferença visual nas raízes das plantas inoculadas com PAL5, que se mostraram mais 

volumosas, aparentando um número mais elevado de raízes secundárias e pêlos radiculares. Já 

as plantas inoculadas com lao
-
 apresentaram raízes mais grossas, com um número muito 

reduzido de ramificações ou pêlos radiculares. A biomassa seca da parte aérea das plantas 

inoculadas com PAL5 foi superior àquelas inoculadas com as estirpes mutantes para as duas 

doses de nitrogênio, porém essa diferença não foi significativa. Não foram observadas 

evidências de contribuição da FBN, porém as plantas inoculadas com PAL5 foram menos 

eficientes na recuperação do N fertilizante. Em conclusão, o presente estudo mostra a 

ocorrência de diversas proteínas diferencialmente expressas tanto na estirpe selvagem como 

em lao
-
 quando crescidas na presença e ausência do aminoácido triptofano. A definição do 

papel dessas proteínas no metabolismo da bactéria requer estudos adicionais, inclusive em 

diferentes condições de cultivo. Em adição, a inoculação dessas bactérias em plantas de cana-

de-açúcar mostrou o efeito hormonal da bactéria no desenvolvimento das raízes e, por 

conseguinte na maior eficiência de uso do N aplicado. Entretanto, dado a limitação de espaço 

físico dos vasos para o desenvolvimento das plantas, sugere-se a realização de novos 

experimentos, em condições mais apropriadas, para confirmar a influência da produção de 

índoles e da FBN durante a associação da bactéria com as plantas de cana-de-açúcar. 

 

Palavras-chave: triptofano, proteoma, inoculação, fitormonio, diazotrofo  
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GENERAL ABSTRACT 

 

GALVÃO, Patrícia Gonçalves. Proteomic analysis of PAL5 wild strain and lao
-
 mutant 

strain of Gluconacetobacter diazotrophicus cultivated in the presence and absence of 

tryptophan and the inoculation effect on sugarcane micropropagated plants. 2012. 147f. 

Tese (Doutorado em Agronomia, Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de 

Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012. 

 

The objective of this study was to evaluate the protein profile expression of G. 

diazotrophicus PAL5 and its defective mutant in the indole compound production (lao
-
) 

grown in the presence or absence of tryptophan through 2DE-PAGE technique. The 

spectrometric analysis allowed the identification of 24 differentially expressed proteins. The 

majority of the proteins down regulated in the wild type PAL5 cultivated with tryptophan as 

compared to the cultivation without the amino acid belonged to the category of transductional 

modification, protein turnover and chaperones. For the mutant lao
-
 grown in the same 

conditions, the majority of the proteins that presented differential expression belonged to the 

category of production and conversion of energy. In addition, the majority of the protein 

differentially expressed in the mutant lao
-
 as compared to the wild-type PAL5 strains 

belonged to carbohydrates metabolism and transport. On the other hand, no proteins related to 

the tryptophan biosynthesis were detected in any condition, possibly due to the low yield of 

the proteins during the spectrometric analysis. Furthermore, mutants lao
-
 and nif

- 
of

 
G. 

diazotrophicus were used for inoculation of micropropagated sugarcane plants in order to 

determine the influence of auxins produced by the bacteria in the plant growth promotion in 

comparison with PAL5. The first experiment, carried out in hydroponic conditions for 10 days 

showed a significant inoculation effect of the wild type on plant shoot. The other experiment 

was conducted in a period of 120 days in pots containing sand:vermiculite substrate fertilized 

with 30 and 60 ppm with ammonium sulphate enriched with 
15

N. The plants were inoculated 

in vitro with the wild type and mutants lao
-
 and nif

-
, and the results showed a visual difference 

in the roots inoculated with PAL5 that showed higher volume suggesting a higher number of 

secondary roots and root hairs. On the other hand, the plants inoculated with the lao
-
 mutant 

were ticker and showed lower number of secondary roots and root hairs. The shoot biomass of 

plants inoculated with PAL5 was higher than those inoculated with the mutant strains for both 

N dose, however the difference was not significant. Plants grown with 60 kg N dose and 

inoculated with the mutants showed lower accumulation of dry shoot mass than plants 

inoculated with the wild type strain. In conclusion, the present study showed the occurrence 

of several differentially expressed proteins either in the wild type strain or in the mutant lao
-
 

grown in LGI-P with and without tryptophan. The role played by these proteins in the 

metabolism of the bacteria requires additional studies, including different growth conditions. 

In addition, the inoculation of micropropagated sugarcane plants suggested a hormonal effect 

of the bacteria mainly on the root development e consequently in the N use efficiency. 

However, the size of the pots may have limited the plant development, suggesting that new 

experiments should be carried out in more appropriated conditions to confirm the influence of 

the indol production and the BNF during the association of the G. diazotrophicus and 

sugarcane plants.  

 

Keywords: tryptophan, proteomic, inoculation, phytohormone, diazotroph 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Interação planta-microrganismo 

 

Muitas bactérias colonizam as plantas sendo capazes de se multiplicar e colonizar todos 

os nichos encontrados nas raízes, em todos os estágios do crescimento vegetal e na presença 

de uma microflora competitiva (ANTOUN e KLOEPPER, 2001) (Figura 1). A interação de 

bactérias com as plantas pode ter um efeito neutro, quando o crescimento vegetal não é 

afetado. Essas bactérias também podem influenciar o crescimento de forma prejudicial, 

quando são classificadas como bactérias deletérias, ou de forma benéfica, caracterizadas como 

bactérias promotoras do crescimento.  

 

 
Figura 1: Diferentes processos de colonização da raiz. As bactérias endofíticas formam micro-colônias na 
superfície das raízes e podem penetrá-las através de ferimentos naturais ou de rachaduras que se formam na coifa 

ou em locais de emergência das raízes laterais (esquema de Patrícia Galvão e Péricles Galisa, adaptado de 

HARDOIM et al., 2008).  

 

 

1.2 Bactérias promotoras do crescimento vegetal 

 

As bactérias que beneficiam o crescimento das plantas o fazem através do aumento da 

disponibilidade de nutrientes, da produção de fitormônios ou reduzindo os efeitos negativos 

de patógenos (BLOEMBERG e LUGTENBERG, 2001; VESSEY, 2003). Esses organismos 

são chamados de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) (KLOEPPER e 

SCHROTH, 1978; BURDMAN et al., 2000; DOBBELAERE e OKON, 2007; LUCY et al., 
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2004; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; KLOEPPER, 2003). As BPCVs são 

normalmente conhecidas como biofertilizantes, quando promovem o crescimento vegetal 

especificamente através do aumento da disponibilidade de nutrientes ou do acesso a eles pela 

planta, como através do incremento da área superficial de raiz (SOMERS et al. 2004). Por 

outro lado, quando promovem o crescimento através do controle de organismos deletérios, 

são comumente designados agentes de controle biológico ou biopesticidas (SOMERS et al., 

2004). 

As BPCVs mais conhecidas incluem membros do gênero Azospirillum, Bacillus, 

Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Burkholderia, Serratia, 

Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Azoarcus e Arthrobacter, sendo que algumas delas são 

encontradas na superfície das raízes enquanto outras invadem os tecidos das plantas sem 

causar sintomas aparentes de doença, quando são conhecidas como endofíticas (STURZ e 

NOWAK, 2000, HARDOIM et al., 2008; ROSENBLUETH e MARTINEZ-ROMERO, 

2006). 

Um dos mecanismos de ação das BPCVs mais importantes e estudados é o suprimento 

de nitrogênio para as plantas através da fixação biológica de nitrogênio (FBN). Este é um dos 

mais importantes processos conhecidos na natureza, sendo realizado apenas por 

microrganismos procariotos, ditos diazotróficos, que são capazes de reduzir o N
2
 atmosférico 

tornando-o assimilável. Desde 1893, ano em que a primeira bactéria diazotrófica foi descrita, 

diversos estudos sobre o tema foram executados (REIS et al., 2006). Apesar da sua 

importância, a FBN não é o único mecanismo promotor de crescimento vegetal exercido pelas 

BPCVs. 

 

1.3 Promoção do crescimento vegetal por bactérias 

 

O modo de ação das BPCVs pode ser dividido em mecanismos que diretamente 

beneficiam o crescimento das plantas e mecanismos que indiretamente promovem o 

crescimento vegetal (GLICK et al., 1998; GLICK et al. 1999; PERSELLO-CARTIEAUX et 

al., 2003; MANTELIN e TOURAINE, 2004; SPAEPEN et al., 2009) (Figura 2).  

A promoção indireta ocorre quando BPCVs promovem o crescimento vegetal através do 

aperfeiçoamento de condições restritas de crescimento (GLICK et al., 1999), enquanto que na 

promoção direta, geralmente está envolvido o fornecimento de algum composto que é 

sintetizado pela bactéria e que facilita a captação de nutrientes pela planta. 

Muitos esforços têm sido feitos nas últimas duas décadas para elucidar esses 

mecanismos diretos e os indiretos através dos quais as BPCVs aprimoram o crescimento das 

plantas (SPAEPEN et al., 2009). Nos próximos tópicos desta revisão, alguns desses processos 

serão discutidos com mais detalhes. 
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Figura 2: Diferentes formas de promoção do crescimento vegetal. As bactérias em associação com as plantas 
podem promover o crescimento vegetal (1) através do aumento da disponibilidade de elementos para o vegetal, 

como por exemplo, o nitrogênio atmosférico através da fixação biológica, e Fe e P através da solubilização 

desses nutrientes antes indisponíveis para a planta; (2) através da produção de fitormônios, como auxinas, 

citocininas e giberelinas; ou (3) através da atividade da ACC deaminase que reduz os níveis de etileno induzidos 

por estresse. As bactérias também podem beneficiar as plantas indiretamente, competindo com patógenos e 

reduzindo seu crescimento e/ou atividade (esquema de Patrícia Galvão e Péricles Galisa, adaptado de WEYENS 

et al., 2009). 

 

 

1.3.1 PROMOÇÃO INDIRETA DO CRESCIMENTO VEGETAL 

 

As BPCVs beneficiam indiretamente o crescimento das plantas através da supressão de 

microorganismos deletérios que inibem o desenvolvimento vegetal (BURDMAN et al., 2000; 

DOBBELAERE e OKON, 2007; LUCY et al., 2004).   

Dependendo da cultura e da doença em questão, as perdas de produtividade devido à 

ocorrência de fitopatógenos são estimadas entre 25 a 100% (GLICK e BASHAN, 1997). 

Além disso, muitos dos produtos utilizados para o controle de doenças fúngicas e de bactérias 

causam muitas conseqüências ruins ao ambiente, aos organismos não-alvo e ao homem. Um 

dos mecanismos indiretos na promoção do crescimento vegetal utilizados pelas BPCVs 

envolve as várias substâncias produzidas por elas que possuem efeito no controle sobre 

fitopatógenos, entre elas, destacam-se os antibióticos, antifúngicos e algumas enzimas. A 

competição por nutrientes e sítios de colonização nas plantas além da resistência sistêmica 

induzida (ISR) são outros mecanismos indiretos utilizados pelas BPCVs (LUGTENBERG e 

KAMILOVA, 2009). 

Entretanto, deve-se ressaltar que a maioria dos casos observados de controle eficiente 

foi realizada em condições controladas de laboratório ou de casa de vegetação.  
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1.3.2 PROMOÇÃO DIRETA DO CRESCIMENTO VEGETAL 

 

Existem diversas maneiras pelas quais as bactérias podem facilitar diretamente o 

desenvolvimento de suas plantas hospedeiras. A produção de fitormônios e o melhoramento 

na nutrição vegetal são os dois mecanismos proeminentes cujas BPCVs diretamente 

contribuem para o crescimento vegetal (BROWN, 1974; DAVISON, 1988; KLOEPPER et 

al., 1989; LAMBERT e JOOS, 1989; PATTEN e GLICK, 1996; GLICK et al., 1999). Essa 

melhora na nutrição vegetal promovida pelas BPCVs se dá principalmente pela fixação 

biológica de nitrogênio, por um aumento na captação de fósforo através da solubilização de 

fosfatos inorgânicos e na captação de ferro através da produção de sideróforos (GLICK et al., 

1999; PODILE e KISHORE, 2006).  

Uma bactéria pode afetar o crescimento vegetal através de um ou mais mecanismos, e 

também pode utilizar diferentes habilidades para a promoção do crescimento durante períodos 

diferentes do ciclo celular da planta (NAVEED et al., 2008). 

 

1.3.2.1 Promoção do crescimento vegetal através do aumento da 

disponibilidade de nutrientes 

 

Além da indução de mudanças na morfologia ou fisiologia das raízes através da 

produção de substâncias promotoras do crescimento vegetal pelas bactérias (BAREA et al., 

1976), algumas BPCVs podem melhorar a nutrição vegetal fornecendo nutrientes específicos 

para as plantas, principalmente nitrogênio, fósforo e ferro, através da fixação de N2, 

solubilização de fosfatos inorgânicos e da produção de sideróforos (GLICK et al., 1999; 

PODILE e KISHORE, 2006).  

 

 Fixação biológica de nitrogênio 

 

A assimilação do nitrogênio dentro dos esqueletos de carbono é um processo vital que 

controla o crescimento e o desenvolvimento das plantas, provocando importante efeito na sua 

produtividade, biomassa e produção de grãos. O nitrato é a principal fonte de nitrogênio para 

a maioria das plantas (CAMPBELL, 1988). Elas adquirem o nitrato da solução do solo através 

da membrana plasmática das células da epiderme e do córtex das raízes. Uma vez dentro da 

célula, para ser incorporado dentro das estruturas orgânicas e cumprir sua função como 

nutriente essencial para a planta, o nitrato precisa ser reduzido a amônio. 

Outra fonte de nitrogênio para as plantas é o nitrogênio atmosférico, apenas ao se tornar 

assimilável através da fixação biológica de nitrogênio (FBN). A FBN é um dos mais 

importantes processos conhecidos na natureza, sendo realizado apenas por microrganismos 

procariotos. Tais microrganismos, ditos diazotróficos, são capazes de reduzir o N2 

atmosférico tornando-o assimilável. A FBN e a transferência e/ou disponibilização deste 

nitrogênio assimilado para o metabolismo vegetal é o mecanismo mais estudado de promoção 

do crescimento vegetal por bactérias endofíticas. Todas as bactérias diazotróficas possuem 

como fator chave da FBN o complexo enzimático chamado nitrogenase, que dentre outros 

substratos alternativos, é responsável pela redução do nitrogênio atmosférico a amônia, com 

produção de H2 (NEVES, 1993). Em muitos organismos ocorre apenas uma forma de 

nitrogenase, a nitrogenase dependente do molibdênio (Mo-nitrogenase), entretanto, duas 

outras formas foram identificadas inicialmente em Azotobacter: nitrogenase dependente de 

vanádio (V-nitrogenase) e nitrogenase dependente de ferro (Fe-nitrogenase) (BISHOP e 

PREMAKUMAR, 1992). Por ser um processo complexo, a FBN requer a expressão de um 

conjunto de genes denominados nif, que codificam proteínas envolvidas diretamente neste 

processo. Além dos genes nif, diversos autores têm descrito em bactérias diazotróficas outros 
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genes, como ntrA, ntrB, fix, fdx, rnf e nod que codificam proteínas com funções como: 

regulação em nível de metabolismo geral de compostos nitrogenados, sensoriamento e 

sinalização dos níveis de nitrogênio celular, transporte de elétrons para a nitrogenase e até 

mesmo o estabelecimento da interação planta-bactéria. O atual quadro de caracterização 

genética das bactérias diazotróficas demonstra tal complexidade do processo de fixação 

biológica de nitrogênio e supõe a existência de mais genes que elucidariam processos ainda 

não compreendidos (BALDANI et al., 2002).  

A contribuição de bactérias endofíticas para a nutrição de plantas leguminosas através 

da FBN é bastante conhecida. Nestas associações, bactérias Gram-negativas conhecidas com 

rizóbios colonizam tecidos endofíticos como simbiontes, e promovem o desenvolvimento de 

estruturas de simbiose altamente especializadas denominadas de nódulos (VANRHIJN e 

VANDERLEYDEN, 1995). No entanto, a ocorrência da FBN entre espécies não leguminosas 

ainda é motivo de muita discussão. 

Conforme revisado por Baldani e Baldani (2005), a pesquisa da FBN em Poaceae no 

Brasil foi iniciada por Johanna Döbereiner, alcançando expressividade a partir de 1958, com a 

descoberta da Beijerinckia  fluminense associada à cana-de-açúcar (DÖBEREINER e 

RUSCHEL, 1958), e em 1966, do Azotobacter paspali associada à Paspalum notatum cv 

batatais. Dentre as bactérias diazotróficas que formam associação do tipo endofítica com 

poáceas, podem ser citados os gêneros Azospirillum, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, 

Enterobacter, Derxia, Erwinia, Azoarcus, Burkholderia, Clostridium e Klebsiella spp. 

(GRACIOLLI et al., 1983, BALDANI et al., 1999, REIS et al., 2000).  

 

 Aumento na disponibilidade do fósforo (P) e na captação de ferro (Fe) 

 

O fósforo (P) é o segundo dentre os macronutrientes minerais que limitam o 

crescimento vegetal, após o nitrogênio. Porém, mesmo em solos ricos em P, a maioria 

encontra-se sob a forma insolúvel, estando a minoria disponível para as plantas 

(STEVENSON e COLE, 1999). Além disso, ¾ dos fertilizantes fosfatados aplicados no solo 

re-precipitam para as formas insolúveis (GOLDSTEIN, 1986), sendo necessárias grandes 

doses de adubos fosfatados para que as culturas obtenham alta produtividade.  

Os microrganismos afetam diretamente a habilidade das plantas em adquirirem P do 

solo por meio de vários mecanismos, dentre eles, a promoção do crescimento de raízes 

laterais e pêlos radiculares por meio de fitohormônios. Esses microrganismos também 

estimulam processos metabólicos que são efetivos na solubilização e mineralização do P a 

partir de formas pouco disponíveis de fósforo inorgânico e orgânico. Vários microrganismos 

estão envolvidos nesses processos, mas as bactérias se destacam com o maior potencial para 

obtenção de fosfatos solúveis, sendo cerca de 40% das bactérias culturáveis capazes de 

solubilizar P (SPAEPEN, et al., 2009), sendo os principais gêneros Pseudomonas, Bacillus, 

Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Microccocus, Aereobacter e Flavobacterium 

(RODRÍGUEZ e FRAGA, 1999; VESSEY, 2003).  

Essa solubilização de fosfatos inorgânicos pode ocorrer através da liberação de ácidos 

orgânicos, como ácido lático, glicólico, cítrico, acético, glucônico, málico, oxálico, succínico 

e tartárico, dentre outros (KUCEY et al., 1989), que acidificam o solo e liberam íons solúveis 

monobásicos (H2PO4
-
) e dibásicos (HPO4

-2
). Com a geração destes íons, aumenta a forma 

disponível de fósforo para as plantas, e conseqüentemente amplia a sua captação pelas 

mesmas (GYANESHWAR et al. 2002). 

Além do fósforo inorgânico presente nos solos, a sua forma orgânica também é de 

importância considerável, compreendendo cerca de 30 a 50% do total de fósforo no solo. Esta 

reserva pode ser mineralizada por microrganismos, tornando-a disponível para as plantas 

como fosfato solúvel. Esta mineralização se dá através de fosfatases ácidas e alcalinas das 
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BPCVs envolvendo a defosforilação através da hidrólise de ligações fosfo-éster e fosfo-

anidrido (GYANESHWAR et al., 2002; RODRÍGUEZ e FRAGA, 1999). 

O fitato (mio-inositol hexaquifosfato) representa cerca de 20-50% do fósforo orgânico 

do solo, e a fitase (mio-inositol hexaquifosfato fosfohidrolase) é uma enzima pertencente ao 

grupo das fosfatases ácida que hidrolisa o fitato a mio-inositol e ácido ortofosfórico, 

(VOHARA e SATYANARAYANA, 2003). Essas enzimas já foram purificadas e 

caracterizadas de algumas estirpes de bactérias dos generos Bacillus, Pseudomonas, 

Klebsiella e Enterobacter (KEROVUO et al. 1998; GREINER et al. 1997). Um mutante de 

Bacillus amyloliquefaciens FZB45 defectivo na produção de fitase deixou de promover o 

crescimento de plântulas de milho em meio com limitação de fosfato (BA IDRISS et al., 

2002). Recentemente, em dois gêneros bacterianos, Erwinia e Pseudomonas, foi observado 

uma elevada capacidade de solubilização de fosfatos associados à produção de ácidos 

orgânicos, (SHIN et al., 2005).  Exemplos de associação benéfica entre BPCVs 

solubilizadoras de fosfato e algumas culturas são: Azotobacter chroococcum e trigo (KUMAR 

e NARULA, 1999), Bacillus circulans e trigo (SINGH e KAPOOR, 1998), Enterobacter 

agglomerans e tomate (KIM et al. 1998), Pseudomonas chlororaphis ou P. putida e soja 

(CATTELAN et al. 1999). 

Outro nutriente essencial para as plantas é o ferro (Fe). A deficiência em ferro promove 

diversas alterações metabólicas devido ao seu papel como co-fator em um grande número de 

enzimas essenciais a processos fisiológicos importantes, tais como respiração, fotossíntese e 

fixação de nitrogênio. Da mesma maneira que o fósforo, o Fe é muito abundante nos solos, 

mas sua grande maioria é encontrada sob a forma de hidróxido férrico, indisponível para as 

plantas.  

As bactérias desenvolveram uma estratégia para uma captação mais eficiente de Fe 

através da produção e secreção de compostos orgânicos quelantes de ferro, chamados 

Sideróforos (do grego: sideros, ferro e foros, transportador) (BUYER et al., 1993). Essas 

moléculas de baixo peso molecular (<1 kDa) atuam do lado externo da membrana celular, 

capturando moléculas de ferro Fe
+3

 em solução com muita afinidade e ligando-se 

especificamente a receptores do complexo localizados na membrana, por onde são absorvidos, 

tornando assim o ferro absorvido disponível para o metabolismo microbiano ou para o 

crescimento dos vegetais (NEILANDS e LEONG, 1986; RAAIJMAKERS et al. 1995). 

Não são apenas para as bactérias que os complexos sideróforos-Fe
+3

 facilitam a 

captação de Fe. Uma grande quantidade de trabalhos evidencia que diversas espécies vegetais 

são capazes de reconhecer e absorver os complexos sideróforos-Fe
+3

 (SHARMA et al., 2003). 

Vários pesquisadores acreditam que este processo seja vital na absorção de Fe para as plantas 

(MASALHA et al. 2000) e o papel desses sideróforos em aumentar a nutrição de ferro vegetal 

foi bem estabelecido através de análises de mutações e a produção dessas moléculas 

(KLOEPPER et al. 1991). Estirpes mutantes de BPCVs, deficientes na produção de 

sideróforos, perderam sua capacidade de promover o crescimento, enquanto que a 

complementação da produção dessas moléculas restaurou sua atividade. A biossíntese e os 

mecanismos de captação de ferro através dos sideróforos foram intensivamente estudados em 

espécies de Pseudomonas, sendo esta espécie a maior produtora dentre as bactérias Gram 

negativas (DAVID et al. 2005). Um mutante de P. fluorescens com sua produção de 

sideróforos 17 vezes superior à normal, apresentou um aumento na colonização e na 

promoção do crescimento de Vigna radiata (KATIYAR e GOEL, 2004). O tratamento de 

sementes de milho com estirpes produtoras de sideróforos Pseudomonas spp. GRP3A, PRS9 e 

P. chlororaphis, promoveu um aumento na germinação, no comprimento de raízes e parte 

aéreas e no peso seco das plântulas (SHARMA e JOHRI, 2003). Em outras BPCVs, como 

Azospirillum e Rhizobia, a produção de sideróforos também já foi documentada (WHIPPS, 

2001). Estudos de Rengel e colaboradores (1999) demonstraram o sucesso do uso de 
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sideróforos como biofertilizantes, visando aumentar a concentração de micronutrientes em 

grãos destinados ao consumo humano, principalmente arroz, feijão, milho. 

Vários pesquisadores acreditam que este processo da absorção de Fe seja vital para as 

plantas (MASALHA et al. 2000), entretanto a real contribuição destes complexos para as 

necessidades de Fe das plantas ainda permanece ambígua. 

 

1.3.2.2 Promoção do crescimento vegetal através da produção de 

fitormônios  

 

A produção de substâncias promotoras do crescimento vegetal pelas bactérias já foi 

relatada para muitas espécies bacterianas e a hipótese de que esta produção contribui para os 

efeitos promotores do crescimento vegetal de algumas bactérias já foi lançada há mais de 50 

anos (BAREA et al., 1976). 

As diferentes substâncias produzidas pelas BPCVs podem induzir mudanças na 

morfologia ou fisiologia das raízes que aumentam sua área superficial e taxa de respiração, 

desta forma, influenciando a captação de nutrientes e o crescimento vegetal (BEATTIE et al., 

2006).  

É comumente aceito a existência de cinco classes principais de hormônios vegetais: 

auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abicísico e etileno (Tabela 1). Entretanto, outros 

reguladores de crescimento já foram identificados tais como, estrigolactonas (GOMEZ-

ROLDAN et al., 2008), brassinoesteróides, ácido salicílico, ácido jasmônico, poliaminas, e 

outros (SANTNER et al., 2009).  

Vessey (2003) forneceu evidências que diferentes estirpes de BPCV promovem o 

crescimento vegetal devido à influência de diferentes fitormônios.  

 

Tabela 1: Reguladores do crescimento vegetal. 

Classe Exemplo e Estrutura Efeito Na Planta Referências 

Citocininas 

Zeatina 

 

 Inibição do alongamento de raiz; 

 Expansão da folha por alongamento celular; 

 Atraso na senescência; 

LETHAM, 1963 

 

MILLER et al., 1955 

 

Giberelinas 

GA3  

(ácido giberélico) 

 

 Germinação de sementes; 

 Crescimento de folhas e caules; 
 Indução floral e crescimento de frutos; 

SCHWECHHEIMER, 2008 

 

YAMAGUCHI, 2008 

Etileno 

 

 
 

 Hormônio do amadurecimento e do estresse; 

 Senescência e abscisão de flores e folhas; 

 Adaptação a estresses bióticos e abióticos; 

ADAMS e YANG, 1981 

Ácido  

Abscísico 

 

 Fechamento estomático; 

 Dormência de embriões; 

 Adaptação a estresses bióticos e abióticos; 

ADDICOTT e LYON, 1969 

Auxinas 

AIA  

(ácido indol-3-acético) 

 

 

 Arquitetura de raiz e parte aérea; 

 Dominância apical; 

 Respostas trópicas; 

STRADER e BARTEL, 2008 
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 Citocininas   
 

Após sua biossíntese nas raízes e em sementes em desenvolvimento, as citocininas são 

transportadas para a parte aérea via xilema, aonde regulam diversos processos como a divisão 

celular, expansão de folhas e retardo da senescência. O representante principal desta classe de 

fitormônio é a Zeatina (TAIZ e ZEIGER, 2009). O balanço entre auxinas e citocininas regula 

a diferenciação celular vegetal: se o equilíbrio for deslocado em direção à auxina, o 

desenvolvimento das raízes é favorecido, enquanto que sob concentrações maiores de 

citocinina o crescimento da parte aérea é induzido (SPAEPEN et al., 2009).  

Em bactérias, as citocininas foram primeiramente descobertas em patógenos, cuja 

produção massiva desses fitormonios é um importante fator de virulência (BARASH e 

MANULIS-SASSON, 2007; COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 1995; JAMESON, 

2000), contudo, a capacidade de produzir citocininas já é conhecida para diversas BPCVs 

(BAREA et al., 1976; De SALAMONE et al., 2001; FRANKENBERGER e ARSHAD, 

1995). 

Nesses microrganismos, a Zeatina é biossíntetizada a partir do dimetilalil difosfato 

(DMAPP) e adenosina monofosfato (AMP). A enzima que cataliza a transferência do grupo 

isopentenil para AMP, a isopentenil transferase, já foi caracterizada em alguns 

microrganismos patogênicos, tais como Pantoea agglomerans, Rhodococcus fascians e 

diversas estirpes de Agrobacterium (AKIYOSHI et al., 1984; CRESPI et al., 1992; LICHTER 

et al., 1995a,b). O produto gerado, isopentenil adenosina-monofosfato é convertido 

posteriormente em zeatina (KAKIMOTO, 2003; PRINSEN et al., 1997).  

Os mecanismos de ação envolvendo o papel das citocininas na interação planta-

microrganismo são pouco conhecidos, principalmente, devido à falta de mutantes gerados que 

poderiam permitir a quantificação da contribuição da produção de citocininas bacteriana para 

os efeitos na promoção do crescimento vegetal. Especula-se que a produção de citocininas 

pelas bactérias contribui para a concentração de citocininas na planta, portanto influenciando 

em seu crescimento e desenvolvimento. Recentemente foi mostrado que citocininas 

bacterianas foram reconhecidas por receptores vegetais, o que levou a mudanças no 

desenvolvimento e a proliferação de tecidos (PERTRY et al., 2009). 

Muitas bactérias produzem auxinas e citocininas, conseqüentemente, o efeito dessas 

BPCVs no crescimento vegetal irá depender do balanço entre esses dois fitôrmonios 

(SPAEPEN et al., 2009). 

 

  Giberelinas  

 

As giberelinas (GAs) são amplamente distribuídas no reino vegetal. Elas estão presentes 

em toda a planta, podendo ser detectadas em folhas, caules, sementes, embriões e pólens. 

Esses fitôrmonios executam um importante papel na mediação dos efeitos de estímulos 

ambientais sobre o desenvolvimento da planta. Fatores ambientais como fotoperíodo e 

temperatura, podem alterar os níveis de giberelinas ativas, afetando etapas específicas nas 

suas biossínteses. São associadas, mais freqüentemente, com o florescimento de algumas 

espécies e a promoção do crescimento do caule, onde aplicações de GAs em plantas intactas 

podem induzir um aumento significativo na sua altura. Existem cerca de 130 giberelinas 

identificadas nas plantas, porém, diversas observações têm confirmado que a GA1 é a forma 

ativa que controla o crescimento do caule. Apesar deste grande número de giberelinas 

presentes em plantas, análises genéticas têm demonstrado que somente algumas são 

hormônios biologicamente ativos e que a maioria serve como precursores ou representam 

formas inativas.  
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Apesar de algumas BPCVs, como Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, e algumas 

estirpes de Azospirillum e Pseudomonas sintetizarem giberelinas (GAUDIN et al. 1994; 

Gutierrez-Manero et al. 2001), informações sobre a produção deste fitôrmonios por outras 

bactérias ainda são muito raras, não existindo dados suficientes para dimensionar o papel 

desses compostos na promoção do crescimento vegetal (DE SALAMONE et al., 2001). 

Especula-se que como esse hormônio pode ser translocado das raízes para a parte aérea das 

plantas, as giberelinas sintetizadas por BPCVs nas raízes teriam efeito notável nos caules. 

Esse efeito ainda seria acentuado através da produção de auxinas pela bactéria, que 

estimularia o sistema radicular, aumentando o fornecimento de nutrientes para o dreno gerado 

na parte aérea. 

Em um estudo realizado por Gutierrez-Manero e colaboradores (2001) foram obtidos 

fenótipos anões após a exposição de plântulas de Alnus glutinosa a um inibidor da biosíntese 

de giberelina. A inoculação dessas plântulas com as estirpes de bactérias produtoras de GA 

Bacillus pumilus e B. licheniformis reverteram o fenótipo anão, o mesmo efeito que foi 

observado quando as plântulas foram expostas a GA3.  

 

  Etileno 

 

O etileno, um fitormônio gasoso, está fundamentalmente relacionado aos sistemas de 

defesa e crescimento vegetais, mediando o amadurecimento, crescimento de raízes e 

germinação de sementes, por exemplo. Além disso, está envolvido na resposta a estresses e 

processos adaptativos, Alguns fatores como a luz, temperatura, salinidade, ataque de 

patógenos e estatus nutricional causam variações consideráveis nos níveis de etileno 

(ETESAMI, et al., 2009).  

Como pode ser observado na Figura 3, a biossíntese do etileno se inicia a partir do ciclo 

da metionina, onde S-adenosil-metionina (AdoMet) é convertido a 1-aminociclopropano-1-

carboxilato (ACC) através da ação da enzima ACC sintase. Posteriormente, o ACC é utilizado 

como substrato da ACC oxidase, que através de uma reação com consumo de oxigênio produz 

o etileno (TAIZ e ZEIGER, 2009).  

A enzima ACC sintase é regulada por vários sinais, dentre eles o próprio etileno, alguns 

fatores ambientais e a auxina. Um aumento na concentração de AIA pode promover a 

produção de ACC, aumentando a síntese de etileno, que resulta em uma inibição do 

crescimento de raízes (ARSHAD e FRANKENBERGER, 1998; ASGHAR et al., 2004; 

MATHESIUS, 1998; ETESAMI, et al., 2009). 

 

 
Figura 3: Provável rota biossintética do etileno em plantas e a ação da enzima ACC deaminase de bactérias 

(adaptado de TAIZ e ZEIGER, 2009). 

 

Foi proposto um modelo através do qual as BPCVs poderiam diminuir os níveis de 

etileno nas plantas (GLICK et al. 1998). Neste modelo, em resposta ao triptofano ou outras 
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moléculas exsudadas pelas raízes, as bactérias sintetizariam AIA que seria incorporado pela 

planta. Este AIA, em conjunto com aquele produzido pelo vegetal, estimularia a proliferação 

celular ou induziria a transcrição de ACC sintase, aumentando a produção de ACC. Algumas 

dessas moléculas de ACC seriam absorvidas pelas bactérias (PENROSE et al. 2001; 

GRICHKO e GLICK 2001) e clivadas pela ação da enzima ACC deaminase (Figura 3). 

Esta enzima, descoberta em 1978 (HONMA e SHIMOMURA, 1978), compete com a 

ACC oxidase e catalisa a clivagem do ACC a -cetobutirato e amônia, que é utilizada como 

fonte de nitrogênio por essas bactérias (GLICK et al. 1998). Consequentemente, essa 

degradação diminui os níveis de etileno produzidos pelas plantas. Esta redução, em 

combinação com a ação de auxinas - que podem ser produzidas pelo mesmo microrganismo - 

causa um efeito considerável no crescimento e desenvolvimento de raízes. Logo, a utilização 

de BPCVs capazes de reduzir os níveis de etileno na planta pode ser um método interessante 

para aprimorar determinados processos fisiológicos vegetais.  

A atividade da ACC deaminase já foi detectada em diversos fungos e bactérias (KLEE 

et al. 1991; SHEEHY et al. 1991; HONMA 1993; JACOBSON et al. 1994; GLICK et al. 

1995; CAMPBELL e THOMSON 1996; BURD et al. 1998; MINAMI et al. 1998; JIA et al. 

1999; BELIMOV et al. 2001; MAYAK et al. 2004; BABALOLA et al. 2003; GHOSH et al. 

2003; MA et al. 2003; DEY et al. 2004; BELIMOV et al. 2005; HONTZEAS et al. 2005; 

BLAHA et al. 2006; MADHAIYAN et al. 2006).  

Em um estudo realizado por Duan et al, (2006) 27 de 233 novos isolados de Rhizobium 

spp de vários locais de Saskatchewan, Canadá, apresentaram essa atividade. Em outro estudo, 

a atividade da ACC deaminase foi encontrada em diversos isolados bacterianos, incluindo 

Azospirillum, Rhizobium, Agrobacterium, Achromobacter, Burkholderia, Ralstonia, 

Pseudomonas e Enterobacter (BLAHA et al. 2006). Além disso, 62 de 88 estirpes de 

Pseudomonas isoladas em todo o mundo continham ACC deaminase (WANG et al. 2001). 

A produção de etileno também já foi identificada em alguns microrganismos 

patogênicos, como Pseudomonas syringae. Altos níveis de etileno encontrados nos tecidos de 

algumas plantas podem ser relacionados à produção de etileno por bactérias inoculadas 

(WEINGART e VOLKSCH, 1997; WEINGART et al., 2001). A biossíntese do etileno nas 

bactérias difere daquela das plantas. Duas vias distintas já foram descritas (WEINGART et 

al., 2001). 

O etileno também ativa diversas respostas de defesa em plantas e é um componente 

sinalizador necessário para a indução da resistência sistêmica a doenças adquirida através de 

bactérias. Esta dupla função torna difícil definir o papel exato do etileno produzido por 

diferentes espécies de BPCVs (VAN LOON et al., 2006).  

 

  Ácido Abcísico 

 

O ácido abcísico (ABA) também está envolvido na resposta vegetal a estresses bióticos 

e abióticos. Como hormônio, ele induz o fechamento estomático, inibe a germinação de 

sementes e amadurecimento de frutos, e está envolvido na dormência de embriões. Além 

disso, ele media respostas de proteção contra condições ambientais adversas, tais como seca, 

estresse salino e toxicidade de metais. (ADDICOTT e LYON, 1969). O ABA pode ser 

sintetizado em todas as partes da planta e pode ser translocado rapidamente através dela 

(TAYLOR et al., 2005).  

A produção de ABA por bactérias em meio de cultura já foi demonstrada por 

Azospirillum brasilense e algumas estirpes de Bradyrhizobium japonicum, entretanto a via 

biossintética ainda não foi determinada (BOIERO et al., 2007; COHEN et al., 2008).  

Já foi suposto que as bactérias que produzem ABA podem aumentar o crescimento 

vegetal interferindo na concentração de citocinina vegetal, uma vez que ABA inibe a síntese 
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deste fitormônio (MIERNYK, 1979). Além disso, sob condições de estresse, o ABA 

produzido por bactérias pode atenuar o estresse vegetal, como sugerido por Boiero et al. 

(2007). 

 

  Auxinas 

 

As auxinas (do grego, auxein significa “crescer”) são fitormônios, moléculas 

sinalizadoras móveis, transportadas ativamente ao longo de gradientes locais e através da 

planta para coordenarem o crescimento e conduzirem respostas a sinais ambientais 

(PERROT-RECHENMANN e NAPIER, 2005). Em meados de 1930 foi determinado que a 

auxina seria o ácido-3-indolacético (AIA). Mais tarde, outras auxinas naturais foram 

descobertas nos vegetais superiores (Ácido Fenil-Acético e Ácido 4-Cl-Indol-3-Acético), mas 

o AIA continuou a ser a auxina mais abundante e de maior relevância fisiológica (Figura 4).  

 
Figura 4: Estrutura química de duas auxinas naturais (adaptado de Taiz e Zeiger, 2009). 

 

Com base na estrutura relativamente simples do AIA, rapidamente os laboratórios foram 

capazes de sintetizar uma grande variedade de moléculas com atividades auxínicas as quais 

são conhecidas como auxinas sintéticas - Ácido Indol-3-Propílico (AIP ou IPA), Ácido 

Naftaleno Acético (ANA ou NAA), Ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D), dentre outros. 

(Figura 5). Algumas dessas moléculas são utilizadas como herbicidas na horticultura e na 

agricultura. 

 
Figura 5: Estrutura química de duas auxinas sintéticas (adaptado de Taiz e Zeiger, 2009). 

 

Uma definição inicial de auxina incluía todas as substâncias químicas, naturais e 

sintéticas, que estimulavam o alongamento de coleóptilos e segmentos de caules. Entretanto, 

as auxinas afetam muitos outros processos do desenvolvimento, além do alongamento celular 

(TAIZ e ZEIGER, 2009). Assim, as auxinas podem ser definidas como compostos que, a 

nível vegetal, modulam diversos processos como as respostas trópicas à luz e à gravidade, a 

arquitetura geral de raízes e parte aérea, a padronização de órgãos, o desenvolvimento 

vascular e o crescimento em cultura de tecido (DAVIES, 1995). A nível celular, as auxinas 

promovem a hiperpolarização da membrana plasmática e, provavelmente devido ao estímulo 

das H
+
-ATPase, levam à acidificação da parede celular, acarretando o seu afrouxamento. O 

turgor, o alongamento, a divisão e a diferenciação celular são outros fatores influenciados 

pelas auxinas a nível celular (BERLETH e SACHS, 2001). 
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1.4 Síntese do aminoácido triptofano – precursor da biossíntese de AIA 

 

O triptofano (trp) é o principal precursor das vias de biossíntese de AIA e é sintetizado 

através de uma rota, inicialmente, comum a três aminoácidos: triptofano, fenilalanina e 

tirosina (Figura 6). As vias de biossíntese dos aminoácidos aromáticos têm em comum a via 

do shiquimato (PITTARD, 1996). Em E.coli essas vias envolvem 23 enzimas codificadas 

pelos genes aroF, aroG, aroH, aroB, aroD, aroE, aroK, aroL, aroA, aroC, tyrA, tyrB, aspC, 

pheA, trpE, trpD, trpC, trpA, e trpB. Muitos desses genes, bem como as atividades de suas 

enzimas correspondentes são controlados pelos próprios produtos finais: o triptofano, a 

fenilalanina e a tirosina. 

 

 
Figura 6: Via de biossíntese dos aminoácidos triptofano, fenilalanina e tirosina. (Fonte: 

http://www.genome.jp/kegg) 

 

Sete enzimas estão envolvidas na rota, que começa com a condensação do 

fosfoenolpiruvato com eritrose-4-fosfato e leva ao precursor biosíntético comum, o corismato 

(SAIER, 1987). Os sete passos desta via foram originalmente descobertos através de estudos 

em bactérias, principalmente Escherichia coli e Salmonella typhimurium (HERRMANN e 

WEAVER, 1995). 
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Após a obtenção do corismato, ele é convertido a triptofano em uma sequência de 

reações de cinco etapas, envolvendo quatro enzimas em Escherichia coli, enquanto que, em 

outros organismos o número de enzimas envolvidas varia de dois a sete. Esta via desperta 

interesse, principalmente devido à natureza das reações catalisadas, o caráter multifuncional 

das enzimas envolvidas e a disponibilidade de dados comparativos que permitem propostas 

relacionadas à evolução do aparato genético que codifica as enzimas desta rota em diferentes 

organismos (SAIER, 1987).   

Um considerável número de aspectos desta via, tais como mecanismos de reação 

detalhados, enzimologia e estrutura de operons, recebeu destaque ao longo dos anos 

(CRAWFORD, 1980; CRAWFORD, 1986; HÜTTER et al., 1986; YANOFSKY e 

CRAWFORD, 1987; ZALKIN, 1980), entretanto, praticamente nunca foi estudada em 

bactérias endofíticas ou em dizotróficas, deixando uma lacuna sobre o conhecimento dessa via 

nesse orgnismos.  

Além disso, existem poucos estudos disponíveis sobre as enzimas desta via, muito 

pelo fato de que a maioria das enzimas só é ativa quando faz parte de complexos com outras 

proteínas. Quase todos os trabalhos realizados até a data sobre estas enzimas são estruturais, 

já que, para realizá-los, não é necessário ter as enzimas em sua forma cataliticamente ativa, 

pois uma grande dificuldade para o estudo desta via é a indisponibilidade comercial dos 

substratos das reações. O único composto disponível no mercado é o antranilato, de modo que 

todos os outros intermediários da via necessitam ser sintetizados química ou enzimaticamente.  

 

1.5 Genes trp 

 

Sete regiões abertas de leitura (ORFs) estão envolvidas na via de biossíntese de 

triptofano. O produto codificado por cada gene envolvido nesta rota está organizado na 

Tabela 2. 

 

 

Tabela 2: Enzimas envolvidas na via de biossíntese de triptofano e os seus respectivos genes.  

ORF PRODUTO 

trpE antranilato sintase  (ASI) 

trpG antranilato sintase β (ASII) 

trpD Fosforibosil antranilato isomerase (PRAI) 

trpF Fosforibosil transferase (PRT) 

trpC Indol-glicerolfosfato sintase (IGPS) 

trpA Triptofano sintase  (TSI) 

trpB Triptofano sintase β (TSII) 

Entre parêntesis pode-se observar a sigla de cada produto codificado. 

 

 

Um dado curioso nos estudos dos genes trp é o número de exemplos de fusões de 

genes que codificam para dois polipeptídios na mesma via (CRAWFORD, 1975).  Durante o 

curso da evolução dos microrganismos, a fusão de genes produziu proteínas multifuncionais. 

Diferentes padrões de fusões têm produzido complexos multifuncionais com diferentes 

combinações de atividade (HÜTTER et al., 1986). Se não conferirem uma vantagem decisiva, 

durante o curso da evolução, algumas dessas fusões não substituem os genes isolados em 

todos os organismos subseqüentes. Talvez também exista uma vantagem na flexibilidade 

conferida por genes isolados visto que eles devem interagir mais facilmente com outras rotas 

metabólicas na célula e podem ser controlados independentemente (CRAWFORD, 1975).  



 34 

Alguns genes trp foram fusionados e outros modificados com relação a sua posição no 

genoma de alguns organismos (Tabela 3), contudo, amplas partes das seqüências se 

mantiveram conservadas durante a evolução tanto de microrganismos procarióticos quanto 

eucarióticos.  

 

 

Tabela 3: Disposição dos sete genes estruturais da via do triptofano no cromossomo de algumas bactérias 

ORGANISMO ORGANIZAÇÃO DOS GENES 
Acinetobacter calcoaceticus E  G•D•C  F•B•A 

Bacillus subtilis G  E•D•C•F•B•A 

Caulobacter crescentus EG  D•C  F•B•A 

Escherichia coli E•(G)D•C(F)•B•A 

Pseudomonas acidovorans E  G•D•C  F•B•A 
Pseudomonas aeruginosa E•G•D•C(F)•B•A 

Rhizobium meliloti E•(G)  D•C  F•B•A 

Genes em um mesmo operon são representados por letras separadas por um ponto e posicionados na ordem de 

sua transcrição 

 

 

É possível que estes resíduos amplamente conservados sejam críticos para as funções 

enzimáticas e suas interações (HÜTTER et al., 1986). Essas fusões devem ter ocorrido duas 

vezes na linhagem de bactérias entéricas para formar um único peptídeo bifuncional: uma 

delas combinando os genes trpC e trpF e outra entre trpG e trpD. A primeira fusão deve ter 

ocorrido em uma estirpe ancestral a todo o grupo, enquanto que a segunda em outra comum 

apenas ao grupo Escherichia-Salmonella-Enterobacter (CRAWFORD, 1975). A única 

vantagem dos organismos com os genes trp(G)D fusionados é a proximidade física das 

enzimas codificadas por eles. Contudo, não há canalização entre os dois sítios-ativos e não foi 

demonstrada nenhuma vantagem cinética em ter as duas atividades em um complexo 

(CRAWFORD, 1989). 

Em G. diazotrophicus não existem trabalhos esclarecendo a disposição dos genes trp no 

genoma desta bactéria. Após análises de bioinfomática é possível observar que todos os sete 

genes estão presentes no genoma e se encontram em três regiões distintas. Conforme pode ser 

observado na Figura 7, entre os nucleotídeos 1.248.560 e 1.250.616 do genoma de G. 

diazotrophicus PAL5 depositado no NCBI estão localizados os genes trpA e trpB. O gene 

trpF encontra-se isolado dos outros entre os nucleotídeos 1.326.653 e 1.327.327 ao passo que 

os genes trpC, trpD, trpE e trpG estão situados bem próximos uns aos outros, entre os 

nucleotídeos 1.972.911 e 1.968.628. Experimentos de RT-PCR poderiam auxiliar a definir o 

padrão de transcrição desses genes em G. dizotrophicus, definindo o número de operons que 

esses genes possam estar agrupados. 

 

 

 
Figura 7: Contexto genômico dos genes trp em G. diazotrophicus PAL5 (Representação esquemática de Patrícia 

Galvão). 
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1.6 As enzimas envolvidas na via de biossíntese do triptofano 

 

 Antranilato sintase 

 

A antranilato sintase (AS – EC 4.1.3.27) é a primeira enzima específica para a via de 

biossíntese do triptofano. Esta enzima catalisa o ataque nucleofílico por um par de elétrons 

livres do nitrogênio da glutamina na posição do anel entre os grupos enol-pirúvicos e 

carboxílicos (SAIER, 1987). Seu sítio ativo é dividido em duas subunidades: uma subunidade 

maior chamada , também conhecida por componente I (ASI) (codificada pelo gene trpE) e 

uma subunidade menor chamada β, ou componente II (ASII) (codificada por trpG). Como 

pode ser observado na Figura 8, a subunidade  sintetiza antranilato diretamente a partir do 

corismato e altas concentrações de amônia sob condições de pH alto, além de conter o sítio de 

ligação do triptofano para respostas inibitórias (CRAWFORD, 1975). A subunidade β possui 

atividade glutaminase, transferindo o grupamento amina da glutamina para o sítio de ligação 

de NH3 neste componente, permitindo que a glutamina em concentrações moderadas substitua 

a amônia, evitando a questão do pH alto para a célula (YANOFSKY e CRAWFORD, 1987; 

ZALKIN, 1980). 

 

 
Figura 8: Via de biossíntese do triptofano (Representação esquemática de Patrícia Galvão, adaptado de Pittard, 
1996). 

 

Como essa enzima catalisa a primeira reação da via de biossíntese do triptofano, não é 

surpresa que AS esteja sujeita a controle alostérico pelo produto final desta rota, o triptofano. 

O sítio de ligação alostérico está associado com a subunidade . A ligação do triptofano ao 

sítio alostérico reduz a afinidade do sítio catalítico para o corismato. A antranilato sintase e a 

primeira enzima na biossíntese do corismato são sensíveis à resposta regulatória pelo 

triptofano e, portanto, servem como sítios de regulação secundários (SAIER, 1987). 
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 Antranilato Fosforibosil transferase  

 

A enzima antranilato fosforibosil transferase (APRT - EC 2.4.2.18) catalisa a segunda 

reação mostrada na Figura 8. Nesta reação, o grupamento amina do antranilato desloca o 

grupamento pirofosfato do 5’-fosforibosil pirofosfato (PRPP), dando lugar ao N-(5-

fosforibosil)-antranilato. Em algumas bactérias como E. coli, APRT e AS estão associadas em 

um único complexo enzimático com duas subunidades: antranilato sintase II é fusionada a 

antranilato fosforibosil transferase em uma única cadeia polipeptídica, e duas dessas cadeias 

associam-se com duas ASI. É provável que o antranilato seja passado diretamente de um sítio 

ativo da sintase para o sítio ativo da fosforibosil transferase, aumentando a eficiência 

catalítica. Devido ao forte acoplamento das duas subunidades, todas as três subunidades 

catalíticas do complexo estão sujeitas a controle alostérico pelo triptofano. Em outras 

bactérias, essas duas funções são codificadas por genes separados. É possível que as enzimas 

que catalisam as cinco etapas da via mostrada na Figura 8, estejam presentes nas células como 

um complexo único, fracamente associado (SAIER, 1987). 

 

 Fosforibosil antranilato isomerase 

 

Na terceira etapa da síntese, a enzima fosforibosil antranilato isomerase (PRAI - EC 

5.3.2.24) catalisa um rearranjo do fosforibosil antranilato no qual a fração fosforibosil se torna 

uma fração fosforibulosil (Figura 8).  

Segundo Crawford (1989), o gene para esta enzima (trpF) é encontrado em uma 

variedade de associações. Encontra-se fusionado ao trpC, ou a jusante aos genes trpA e trpB, 

mas não fusionado em algumas eubactérias; fusionado ao trpG e trpC em muitos fungos, e 

sozinho em Pseudomonas fluorescens e leveduras. É coordenadamente regulado com outros 

genes trp em bactérias entéricas, Bacillus subtilis e Brevibacterium lactofermentum, 

entretanto é essencialmente desregulado em Pseudomonas putida (CRAWFORD e 

GUNSALUS, 1966), Rhizobium leguminosarum (HOLMGREN e CRAWFORD, 1982) e 

Caulobacter crescentus (ROSS e WINKLER, 1988). 

 

 Indol Glicerolfosfato Sintase  

 

A quarta reação da via de biossíntese do triptofano é catalisada pela enzima indol 

glicerolfosfato sintase (IGPS - EC 4.1.1.4) (Figura 8). Esta reação consiste de uma 

condensação intramolecular, liberando água e gás carbônico, originando a porção pirrólica do 

triptofano. Em M. tuberculosis, esta proteína é codificada pelo gene trpC, com 819 pb, no 

operon do triptofano, que codifica apenas a cadeia polipeptídica da IGPS, com 272 

aminoácidos por subunidade, diferentemente do que ocorre em outros organismos como por 

exemplo, em E. coli, que o gene trpC codifica as cadeias polipeptídicas das enzimas PRAI e 

IGPS (CREIGHTON e YANOFSKY, 1966, CZEKSTER, 2008). 

 

 Triptofano sintase a e b (TSA e TSB) 

 

A triptofano sintase (TS – EC 4.2.1.20) é responsável pela catálise das duas últimas 

reações da biossíntese de L-triptofano (Figura 8). Dentre as enzimas da via, ela é uma das 

mais bem estudadas, sendo muito bem conhecidos os detalhes de sua purificação, bioquímica, 

inibição e modificações estruturais de sua atividade (DUNN, 1997). É uma enzima com 

estrutura em subunidades do tipo 2β2 que pode ser dissociada em duas unidades  e uma 

unidade β. 
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A subunidade   (TSA) catalisa uma reação retroaldol em que o indol-3-glicerol fosfato 

(IGP) é clivado em indol e D-gliceraldeído-3-fosfato (G3P). A segunda parte da reação requer 

um piridoxal fosfato como co-fator (LEHNINGER, 2006). O indol formado na primeira parte 

não é liberado pela enzima, mas move-se através de um canal do sítio ativo da subunidade  

para o sítio ativo da subunidade β (TSB), onde ele se condensa com uma base de Schiff 

intermediária derivada da serina e do piridoxal 5-fosfato (PLP). Esse tipo de canalização de 

intermediários pode ser uma característica da via inteira, que vai do corismato até triptofano 

(LEHNINGER, 2006). 

 

1.7 Regulação da expressão gênica 

 

A repressão e a atenuação transcricional são maneiras comuns de regulação da 

expressão gênica em procariotos (HUANG et al., 1999). Tais mecanismos permitem às 

bactérias responderem rapidamente a mudanças nas condições ambientais e tornam possível a 

conservação de energia quando os metabólitos estão em fornecimento abundante. O triptofano 

possui a via de biossíntese mais bioquimicamente dispendiosa dentre os aminoácidos, 

necessitando a entrada de eritrose-4-fosfato, ATP, fosforibosil pirofosfato, L-glutamina, L-

serina e duas moléculas de fosfoenolpiruvato.  

É possível que ocorra na natureza situações em que algum triptofano esteja disponível, 

mas não o suficiente para permitir o crescimento normal caso a síntese deste aminoácido 

esteja totalmente bloqueada. A inanição de triptofano, quando o suprimento deste aminoácido 

for inadequado é prevenida por um sistema de modulação em que o volume de transcrição é 

determinado pela concentração de triptofano. A regulação da via de biossíntese do triptofano 

ocorre de tal modo que quando o triptofano está presente no meio de cultivo, os genes 

envolvidos não estão ativos. Ou seja, quando concentrações adequadas de triptofano estão 

presentes, a transcrição da via é inibida; entretanto, quando o suprimento é insuficiente, a 

transcrição ocorre (FREIFELDER, 1997). 

A regulação desta via de biossíntese em E. coli é muito sofisticada, estando sujeita a 

múltiplos níveis de controle (XIE et al., 2003): 

- controle da repressão através do repressor trpR 

- mecanismo de atenuação mediado pelo peptídeo líder (codificado pelo gene trpL) 

- inibição por feedback da enzima antranilato sintase pelo triptofano. 

 

Em E. coli, os genes que compõem o operon trp e codificam para as enzimas 

envolvidas na biossíntese do triptofano são traduzidos a partir de uma única molécula de 

mRNA policistrônico. O gene trpE é o primeiro a ser traduzido e, entre o promotor e o 

operador, existe a região líder e o atenuador. A proteína regulatória do sistema de repressão 

do operon trp é o produto codificado pelo gene trpR. O gene estrutural para o repressor trpR 

não é conectado ao operon trp estando localizado distante deste cluster gênico. Mutações 

tanto neste gene quanto no operador causam uma iniciação constitutiva da transcrição do 

mRNA trp. Esta proteína, chamada aporepressor, não se liga ao operador a não ser que o 

triptofano esteja presente. O aporepressor e a molécula de triptofano se ligam para formar o 

repressor ativo, que se une ao operador. Quando o suprimento externo de triptofano é 

eliminado (ou reduzido substancialmente), o operador permanece desocupado e a transcrição 

começa. Assim, somente quando o triptofano está presente, a molécula ativa do repressor 

inibe a transcrição do operon trp bem como de um número de genes adicionais incluindo o 

aroH e aroL (envolvidos na biossíntese do corismato), mtr (um transportador de triptofano), 

bem como, o próprio trpR (PITTARD, 1996). Este é o mecanismo regulatório básico de liga-

desliga (FREIFELDER, 1997).  
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Existe uma carência de trabalhos envolvendo o triptofano em bactérias diazotróficas e 

até mesmo em endofíticas. Não existem trabalhos com G. diazotrophicus que esclareçam 

como o processo de regulação da expressão dos genes da via de biossíntese deste aminoácido 

ocorre. Estudos de genômica funcional avaliando diferentes concentrações de triptofano 

adicionados ao meio de cultivo de G. diazotrophicus poderiam auxiliar a esclarecer como essa 

regulação ocorre neste microorganismo. 

 

 Biossíntese de auxina  

 

A maioria das rotas biossintéticas de AIA se iniciam a partir do precursor principal 

triptofano, entretanto, a possível presença de uma via independente desse hormônio não deve  

ser descartada. As rotas são nomeadas em função das moléculas intermediárias produzidas. É 

importante ressaltar que nem todas as vias são caracterizadas na mesma medida e que podem 

existir múltiplas vias em um mesmo organismo.  

Em plantas, a síntese de novo se inicia alguns dias após a germinação e a partir daí as 

principais fontes de AIA são as folhas jovens próximas ao ápice (LJUNG et al., 2002). Além 

das folhas jovens, AIA também ocorre em órgãos que estão crescendo ativamente, tais como 

meristemas apicais da parte aérea, e frutos em desenvolvimento, embora também possa ser 

produzido em folhas maduras e nos ápices radiculares, onde o nível de produção é usualmente 

baixo (TAIZ e ZEIGER, 2009). 

Hoje em dia está completamente provado que além das plantas, alguns microrganismos 

também são capazes de sintetizar AIA (KEVIN, 2003; SPAEPEN et al., 2007). O nosso 

entendimento sobre a biossíntese de auxina ainda é fragmentado, no entanto, com base nos 

possíveis intermediários já identificados, nos estudos genéticos e ensaios in vitro, pode-se 

fazer um esboço das vias biossintéticas da auxina em plantas e bactérias (Figura 9). 

 
Figura 9: Prováveis rotas biossintéticas de AIA em bactérias (Representação esquemática de Patrícia Galvão 
adaptada de FU e WANG, 2011).  
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As rotas da indol-3-acetamida (IAM) e indol-3-piruvato (IPyA) são as mais 

predominantes em bactérias e, por esta razão, mais conhecidas. A primeira consiste de duas 

etapas: primeiro o triptofano é metabolizado a IAM através de uma trp-monooxigenase que 

posteriormente é convertida a AIA por uma IAM hidrolase (amidase) (Figura 10). Esta via já 

foi caracterizada em diversos patógenos vegetais e algumas estirpes de rizóbios (SEKINE et 

al., 1989; CLARKE et al., 1993; MORRIS, 1995; GLICKMANN et al., 1998; MANULIS et 

al., 1998); entretanto, apesar de IAM ter sido detectada em Arabidopsis, não há evidências 

sobre a presença desta via nas plantas (POLLMANN et al., 2002). 

 

 
Figura 10: Representação esquemática da via da Indol-3-acetamida (Representação esquemática de Patrícia 
Galvão baseada no KEGG). 

 

Na via IPyA, o triptofano é primeiramente convertido a IPyA através de uma 

transaminação por uma trp aminotransferase ou de uma oxidação por uma L-aminoácido 

oxidase. Em seguida, o IPyA é descarboxilado através da indol-3-piruvato descarboxilase 

(IPDC) a indol-3-acetaldeído (IAAld) o qual é oxidado a AIA pela IAAld oxidase ou pela 

aldeído-desidrogenase (COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 1995; PATTEN e GLICK, 

1996) (Figura 11). Esta via já foi identificada em diversas bactérias, tais como Pantoea 

agglomerans, Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium, Enterobacter cloacae, e 

Pseudomonas (KOGA et al., 1991; BRANDL e LINDOW, 1996; PATTEN e GLICK, 2002a; 

2002b). 

 
Figura 11: Representação esquemática da via da Indol-3-piruvato (Representação esquemática de Patrícia 
Galvão baseada no KEGG). 

 

Além dessas duas rotas principais, outras duas – via triptamina (TAM) e indol-3-

acetonitrila (IAN) – foram descritas. Na primeira, o triptofano é descarboxilado a TAM e 

subseqüentemente convertido a IAAld por uma amino-oxidase (HARTMANN et al., 1983) 

(Figura 12) enquanto que na segunda, algumas nitrilases catalisam a conversão de IAN a AIA 

(NAGASAWA et al., 1990; KOBAYASHI et al., 1993, 1995; ) (Figura 13). 
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Figura 12: Representação esquemática da via da Triptamina (Representação esquemática de Patrícia Galvão 
baseada no KEGG). 

 

 

 
Figura 13: Representação esquemática da via da Indol-3-acetaldoxina (Representação esquemática de Patrícia 

Galvão baseada no KEGG). 

 

Cerca de 80% das bactérias isoladas da rizosfera são capazes de produzir AIA, 

indicando que a produção de auxina seja um fator importante na capacidade de promoção do 

crescimento pelas BPCVs (PATTEN e GLICK, 1996; KHALID et al., 2003). A contribuição 

deste fitormônio para a promoção do crescimento vegetal já foi demonstrada para as bactérias 

Azospirillum brasilense, Aeromonas veronii, Agrobacterium spp., Alcaligenes piechaudii, 

Bradyrhizobium spp., Comamonas acidovorans, Enterobacter spp., Rhizobium 

leguminosarum (VESSEY, 2003) dentre outras, e se dá por meio do aumento do crescimento 

de raízes e da proliferação e alongamento de pêlos radiculares, o que amplia a absorção de 

nutrientes pela planta (KEVIN, 2003). 

A importância dessa produção por essas bactérias no estímulo vegetal tem sido 

demonstrada através de estudos de inoculação com mutantes (geralmente mutantes em genes 

da biossíntese de AIA) (BARBIERI et al., 1986; HARARI et al., 1988; BARBIERI e GALLI, 

1993). Todos os mutantes em genes específicos da biossíntese de AIA já obtidos continuam 

apresentando uma produção residual de AIA, embora os níveis já tenham alcançado redução 

de 90 a 99%. Todas as tentativas visando o isolamento de um mutante nulo falharam, 

indicando a redundância das vias biossintéticas de AIA em bactérias (BARBIERI et al., 1986; 

HARTMANN et al., 1983; PRINSEN et al., 1993; CARRENO-LOPEZ et al., 2000; 

SPAEPEN et al., 2007). A presença de múltiplas vias em um mesmo organismo sugere que a 

contribuição de cada uma para a concentração de AIA seja diferente (SPAEPEN et al., 2009). 

Uma ligação direta entre a produção de AIA por Azospirillum e alterações na 

morfologia de raízes de trigo foi demonstrada por Dobbelaere et al. (1999). Esses resultados 
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foram corroborados por outro estudo realizado por Spaepen et al (2008), no qual inoculações 

com a estirpe selvagem de Azospirillum brasilense resultaram em um encurtamento da raiz e 

aumento na formação de pêlos radiculares, enquanto que a estirpe mutante, e com produção 

de AIA reduzida devido à interrupção do gene ipdC não induziu mais essas mudanças. Ao 

colonizar as plantas, A. brasilense usa os exsudados das raízes para sua proliferação. 

Conforme esses exsudados se tornam limitados, devido ao crescimento bacteriano, A. 

brasilense aumenta a produção de AIA, levando à formação de raízes laterais e pêlos 

radiculares, que resultam em mais exsudação. Desta forma, cria-se uma regulação que conecta 

a proliferação bacteriana e o crescimento das raízes (SPAEPEN et al., 2009). 

Em um trabalho com Brassica spp, foi observada uma correlação positiva entre a 

produção de auxina por diferentes estirpes de BPCV e sua capacidade de aumentar a produção 

de grãos e o número de ramos e vagens por planta (ASGHAR et al. 2002). Dois anos depois, 

esses resultados foram ratificados, quando Asghar e colaboradores (2004) determinaram nova 

relação positiva entre a produção de auxina por BPCVs e o aumento no número de ramos e 

concentração de óleos em Brassica napus. De modo similar, a promoção do crescimento de 

plântulas de Pinus contorta inoculadas com o produtor de auxina Paenibacillus polymyxa L6 

foi justificada pelos níveis aumentados de auxina nas suas raízes (BENT et al., 2001), no 

entanto, em outro estudo, uma estirpe mutante de Pseudomonas putida (com sua produção de 

AIA aumentada em quatro vezes) perdeu sua habilidade de induzir o alongamento de raízes 

em plântulas de canola (XIE et al., 1996). 

Gluconacetobacter diazotrophicus também produz AIA (BASTIÁN et al., 1998; 

FUENTES-RAMÍREZ et al., 1993; BERTALAN et al., 2009). Em um estudo de inoculação, 

Sevilla e colaboradores (2001) especularam que a indução do crescimento de cana-de-açúcar 

por um mutante nif
-
 de G. diazotrophicus pode ter ocorrido devido à liberação desse 

fitôrmonio. 

 

1.8 Gluconacetobacter diazotrophicus 
 

A bactéria endofítica Gluconacetobacter diazotrophicus foi descrita por Cavalcante e 

Döbereiner em 1988 tendo sido nomeada inicialmente como Sacharobacter nitrocaptans e, 

em seguida, como Acetobacter diazotrophicus (GILLIS e KERSTERS., 1989). 

Posteriormente, esta bactéria foi reclassificada como um membro do gênero 

Gluconacetobacter sendo, então, nomeada como G. diazotrophicus (YAMADA et al., 1997; 

YAMADA et al., 1998).  

A espécie G. diazotrophicus pertence à família Acetobacteraceae e subclasse 

Proteobacteria. Esta família inclui vários gêneros: Acetobacter, Gluconobacter, 

Gluconacetobacter e Acidomonas (YAMADA et al., 1997). O gênero Gluconacetobacter 

possui quatro espécies que apresentam a capacidade de fixar nitrogênio: G. diazotrophicus, G. 

azotocaptans e G. johannae. (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988; FUENTES-

RAMÍREZ et al., 2001; DUTTA e GACHHUI, 2007). Dentre estas espécies G. 

diazotrophicus é a mais estudada principalmente devido aos benefícios que a inoculação desta 

bactéria tem apresentado em plantas de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.). 

Esta espécie foi inicialmente isolada de plantas com altos teores de açúcar e com 

capacidade de reprodução vegetativa: batata-doce, (Ipomoea batatas L.), capim-elefante 

(Pennisetum purpureum S.) além da cana-de-açúcar (DÖBEREINER et al., 1995a; 

BALDANI et al., 1997). O seu isolamento também foi descrito em plantas de café (Coffea 

arabica L.) e de abacaxi (Ananas comosus L.) (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997; TAPIA-

HERNANDEZ et al., 2000). Nestas plantas, foi observado que G. diazotrophicus é capaz de 

colonizar o interior dos tecidos distribuindo-se nos espaços intercelulares e vasos do xilema 

de folhas, colmos e raízes (JAMES et al., 2001). Além disso, G. diazotrophicus também foi 
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isolada de esporos de fungos micorrízicos arbusculares, de insetos que infestam a cana-de-

açúcar, como a cochonilha (Saccharococcus sacchari) e de outras espécies de plantas 

(SARAVANAN et al., 2004). A infecção e colonização da cana-de-açúcar pela G. 

diazotrophicus foi demonstrada por meio de microscopia eletrônica e ótica (JAMES  et al., 

1994; OLIVARES et al., 1996). Na superfície da raiz, a bactéria se concentra nas regiões de 

junção de raízes laterais (JAMES et al., 1994). Dentro da raiz, pode ser vista, no interior, de 

células da epiderme e nos espaços intercelulares do parênquima, bem como dentro de vasos 

do xilema, através dos quais a bactéria parece migrar para a parte aérea da cana-de-açúcar 

(DONG et al., 1994). 

Esta bactéria parece ser bem adaptada à vida dentro da cana-de-açúcar, uma vez que o 

seu melhor crescimento ocorre em pH 5,5 e na presença de 10% de sacarose, as mesmas 

condições encontradas dentro desta planta (CAVALCANTE e DÖBEREINER, 1988; GILLIS 

e KERSTERS, 1989). Ao ser cultivada em meios de cultura ricos em sacarose, esta bactéria 

produz ácido glucônico que faz com que o pH caia abaixo de 3 e, apesar disso, ainda continua 

a acorrer a FBN (STEPHAN et al., 1991). São bactérias Gram-negativas, com capacidade de 

fixar nitrogênio em condições microaerofílicas (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1998), 

isoladas em meio semi-sólido LGI-P (REIS, 1994) que, após o período de sete a dez dias, 

apresentam uma película alaranjada, e o meio localizado abaixo da película torna-se incolor 

devido à assimilação do azul de bromotimol (DÖBEREINER et al., 1995b). G. diazotrophicus 

é considerada um diazotrófico aero-tolerante no qual o oxigênio é fundamental para a geração 

de grandes quantidades de ATP requerida para a fixação de nitrogênio. A sacarose a 10% é a 

fonte de carbono que melhor promove o seu crescimento, mas outros compostos também 

servem de fonte de carbono para esta bactéria, como: gluconato, glicose, frutose, manitol, 

arabinose, meso-inositol, i-inositol, sorbitol, glicerol, galactose e gluconate de sódio 

(MUTHUKUMARASAMY et al., 1999). Esta bactéria é muito sensível a condições secas, 

mas tem alta tolerância a tratamentos de calor e concentrações de sais no meio de cultura 

(TEJERA et al., 2003) não sendo eliminada quando submetida a tratamento térmico (50ºC por 

2 a 3 horas), usualmente usado para controle de patógenos causadores de doenças na cana-de-

açúcar (ORTEGA et al., 2001). 

Diversos experimentos de inoculação com G. diazotrophicus reportaram melhorias na 

nutrição nitrogenada, incrementos na produtividade de colmos e na sobrevivência de plantas 

de cana-de-açúcar inoculadas, além de acréscimos no comprimento das raízes e do volume 

radicular (MUTHUKUMARASAMY et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002; MUÑOZ-ROJAS 

e CABALLERO-MELLADO, 2003). Além disso, têm sido observados efeitos benéficos 

desta interação na germinação, no perfilhamento, na altura da planta, bem como na absorção 

de nutrientes (SUMAN et al., 2005).  

Apesar de estabelecida a contribuição da FBN para a cultura da cana-de-

açúcar, resultados obtidos utilizando mutantes de G. diazotrophicus incapazes de fixar o 

nitrogênio atmosférico mostraram que a promoção do crescimento observado em cana-de-

açúcar pode ser atribuída a outros mecanismos (SEVILLA et al., 2001). Neste estudo foi 

reportado, pela comparação entre plantas de cana-de-açúcar micropropagadas inoculadas com 

estirpes selvagens (PAL5) e mutantes nif
-
 (MAd3A), que apesar de ambas as estirpes 

colonizarem as plantas igualmente, foram observadas diferenças no crescimento das plantas. 

Em condições deficientes de N, as plantas de cana-de-açúcar inoculadas com a PAL5 

cresceram melhor e tiveram superior conteúdo de N que as plantas inoculadas com a MAd3A 

ou não inoculadas, indicando que a FBN é um mecanismo significativo na promoção do 

crescimento nesta interação. Por outro lado, quando o N não foi limitante, foram observados 

aumentos no crescimento das plantas inoculadas tanto com a estirpe selvagem quanto o 

mutante MAd3A, sugerindo a existência de outros mecanismos envolvidos na promoção do 

crescimento além da FBN (SEVILLA et al., 2001). De acordo com estes autores, este 
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mecanismo adicional na promoção do crescimento da cana-de-açúcar por G. diazotrophicus 

pode estar relacionado à produção de fitormônios, em especial as auxinas.  

Em G. diazotrophicus, a biossíntese de AIA é pouco estudada e, conseqüentemente, 

todas as enzimas e genes que estão envolvidos na biossíntese deste fitormônio não foram até o 

momento determinados. De modo semelhante, a função deste fitormônio na interação entre G. 

diazotrophicus e a cana-de-açúcar, e a sua importância como mecanismo de promoção do 

crescimento vegetal ainda não são totalmente conhecidos.  

Um trabalho realizado pelo grupo do Laboratório de Genética e Bioquímica da 

Embrapa Agrobiologia (RODRIGUES, 2008) estudou as vias de biossíntese e os genes 

envolvidos na produção de auxinas em G. diazotrophicus, através de análises de similaridade, 

utilizando ferramentas como bioinformática. Neste trabalho também foram gerados mutantes 

aleatórios pela inserção do Tn5 no DNA da estirpe selvagem PAL5
T
 que foram avaliados 

quanto à produção de auxinas. Diante de todas as possibilidades existentes de biosíntese de 

AIA descritas acima, fica evidente a necessidade de se aprofundar os estudos com os mutantes 

de G. diazotrophicus defectivos na produção de auxina, e desta forma esclarecer quais 

enzimas e genes estão envolvidos na biossíntese deste fitormônio, a sua função na interação 

entre G. diazotrophicus e a cana-de-açúcar, e a sua importância como mecanismo de 

promoção do crescimento vegetal. A partir desse ponto de vista, cerca de 6.0000 mutantes de 

uma biblioteca de mutantes aleatórios de G. diazotrophicus PAL5 obtida a partir da inserção 

de uma versão do elemento de transposição Tn5, presente no kit de mutagênese randômica 

EZ-Tn5TM <KAN-2>Tnp TransposomeTM (Epicentre
®
) foi avaliada quanto à produção de 

auxinas (RODRIGUES, 2008), utilizando o método colorimétrico de Salkowisk para 

quantificação de compostos indólicos no sobrenadante (SARWAR e KREMER, 1995). 

Destes, alguns mutantes exibiram significativa alteração na quantidade de auxinas, sendo que 

Gdiaa01 e Gdiaa34 apresentaram o Tn5 inserido em sítios diferentes de uma mesma ORF 

(GDI2456). No mutante Gdiaa01 a inserção ocorreu entre os nucleotídeos 322 e 323, e no 

Gdiaa34 entre os nucleotídeos 522 e 523. A ORF GDI2456 codifica para uma L-aminoácido 

oxidase, presente na via IPyA de biossíntese de auxina. Este mutante, nomeado neste trabalho 

como lao
-
, apresentou redução de 95% da produção de compostos indólicos, mostrando-se 

uma excelente estirpe AIA
-
 promissora para o estudo de promoção de crescimento por 

bactérias. Portanto, esse mutante foi selecionado e empregado em estudos de genômica 

funcional e inoculação em cana-de-açúcar visando compreender melhor a importância da 

auxina na promoção de crescimento desta cultura e na interação planta-microorganismo. Nas 

avaliações realizadas neste mesmo estudo de Rodrigues (2008), foi observado que a produção 

de AIA por G. diazotrophicus foi dependente da adição do triptofano ao meio de cultura 

sugerindo que nesta bactéria este aminoácido é o precursor do AIA, contudo, a possibilidade 

de existir uma rota independente do triptofano deve ser também considerada. Uma vez 

confirmada a necessidade da presença do triptofano para a detecção da produção de 

compostos indólicos em PAL5, realizar estudos cultivando estirpe em diferentes 

concentrações deste aminoácido poderiam auxiliar a entender melhor sua real importância na 

biossíntese deste fitormônio nesta bactéria.  

Esta tese encontra-se estruturada em dois capítulos. O primeiro capítulo busca 

responder diversas questões sobre a influência do triptofano na biossíntese de AIA de 

G.diazotrophicus e, consequentemente esclarecer ainda mais as relações de interação destes 

microorganismos com plantas. Para tanto, apresenta análises dos perfis de proteínas obtidos 

ao cultivar PAL5 e o mutante lao
-
 na presença e ausência de triptofano. 

Já no segundo capítulo, fez-se uso dos mutantes lao
-
 e nif

-
 de G. diazotrophicus na 

inoculação de plantas de cana-de-açúcar micropropagadas com o objetivo de definir a 

influência das auxinas produzidas por este microorganismo na promoção de crescimento 

dessa cultura e na interação planta-microrganismo. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral:  

 

Analisar a expressão diferencial de proteínas da estirpe selvagem PAL5 de G. 

diazotrophicus e da mutante defectiva na produção de auxina (lao-) em diferentes condições 

de cultivo e, avaliar a promoção de crescimento por estas estirpes durante a interação com  

cana-de-açúcar. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos:  

 

2.2.1 Realizar análise proteômica diferencial das estirpes selvagem PAL5 de G. 

diazotrophicus e mutante lao
-
 na ausência e presença de triptofano no meio de cultivo. 

 

2.2.2 Avaliar o mutante de G. diazotrophicus defectivo na produção de auxina (lao
-
) 

quanto a sua capacidade de colonização e promoção de crescimento vegetal de plantas de 

cana-de-açúcar micropropagadas. 

 

 

3 HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

O triptofano exerce papel relevante na biossíntese de AIA em G. diazotrophicus PAL5 

no mutante lao
-
 e a síntese de fitormônio AIA por essa bactéria auxilia na promoção do 

crescimento da cana-de-açúcar. 
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CAPÍTULO I 

 

ANÁLISE PROTEÔMICA DIFERENCIAL DAS ESTIRPES SELVAGEM PAL5 E 

MUTANTE LAO
-
 DE G. diazotrophicus CULTIVADAS NA AUSÊNCIA E NA 

PRESENÇA DE TRIPTOFANO 
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RESUMO 

 

Estudos in vitro têm mostrado que o aminoácido triptofano está envolvido na 

biossíntese de compostos indólicos em diversas bactérias incluindo a G. diazotrophicus. 

Entretanto, não se conhece em detalhes o papel desempenhado pelo aminoácido durante o 

crescimento da bactéria. Neste sentido, o presente estudo avaliou o efeito da adição do 

triptofano (100 µM) no perfil de expressão de proteínas de G. diazotrophicus PAL5 e seu 

mutante defectivo na produção de compostos indólicos (lao
-
) através da técnica de 2DE-

PAGE. A análise computacional das amostras de proteínas oriundas das bactérias cultivadas 

na ausência e na presença de triptofano em meio LGI-P resultou na detecção de “spots” com 

massa molecular entre 10 e 250 kDa, e pontos isoelétrico compreendendo a faixa 4 a 7 e que 

apresentaram expressão diferencial relativa. A análise por espectrometria de massa permitiu a 

identificação de 24 proteínas diferentes. A maioria das proteínas com a expressão diminuída 

em PAL5 quando cultivada em meio com triptofano em relação ao meio de cultivo sem o 

aminoácido pertenceu à categoria modificação pós-traducional, turnover de proteínas e 

chaperonas enquanto que no mutante lao
-
 cultivado nas mesmas condições, a maioria das 

proteínas que apresentaram expressão diferencial pertencia à categoria produção e conversão 

de energia. Em adição, a maioria das proteínas que foram diferencialmente expressas no 

mutante lao
-
 em comparação com a estirpe selvagem PAL5 pertenciam à categoria 

metabolismo e transporte de carboidratos. Por outro lado, não foram observadas proteínas 

relacionadas com a biossíntese de triptofano para nenhuma das condições analisadas 

possivelmente devido ao baixo rendimento das identificações das proteínas diferencialmente 

expressas durante a espectrometria. O presente estudo é pioneiro nas análises proteômicas 

com mutantes de G. diazotrophicus PAL5 em especial com mutantes defectivos na produção 

de AIA. Além disso, é o primeiro trabalho de genômica funcional com G. diazotrophicus 

PAL5 envolvendo o aminoácido triptofano e sua participação no metabolismo desta bactéria. 

Embora a quantidade de proteínas diferencialmente expressas tenha sido pequena, 

possivelmente pela rigidez estatística aplicada na seleção dos spots e a baixa eficiência de 

proteínas identificadas pela espectrometria, a análise ajudou a responder algumas questões 

sobre a influência deste aminoácido na biossíntese de AIA e, consequentemente deverá 

contribuir para o maior entendimento da interação desta bactéria com plantas de cana-de-

açúcar.  

 

Palavras - chave: proteômica diferencial, triptofano, mutante AIA
-
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ABSTRACT 

 

In vitro studies have shown that the amino acid tryptophan is involved in indole compounds 

biosynthesis in various bacteria including G. diazotrophicus. However, it is unknown in detail 

the role played by tryptophan during the growth of bacteria. In this study, we evaluated the 

effect of tryptophan addition in the protein expression profile of G. diazotrophicus PAL5 and 

its defective mutant in the production of indole compounds (lao
-
) through the 2DE-PAGE 

technique. The computer analysis of protein samples derived from bacteria grown in LGI 

medium with and without tryptophan resulted in the detection of "spots" with molecular 

weight between 10 and 250 kDa and isoelectric points comprising the pH range 4-7 and that 

showed differential relative expression. The mass spectrometric analysis allowed the 

identification of 24 different proteins. The majority of proteins with reduced expression in 

PAL5 grown in medium containing tryptophan compared to the culture medium without the 

amino acid belonged to post-translational modification, protein turnover and chaperones 

category while the proteins from the mutant lao
-
 cultured in the same conditions that showed 

differential expression belonged to the production and energy conversion category. In 

addition, most of the proteins that were differentially expressed in lao
-
 mutant as compared to 

wild type strain PAL5 belonged to transport and metabolism of carbohydrates category. 

Furthermore, it was not oberved proteins related to the tryptophan biosynthesis to all the 

studied conditions possibly due to the low yield of the differentially expressed proteins 

identification during spectrometry. This study is pioneer in proteomic analyzes with G. 

diazotrophicus PAL5 mutants in particular defective mutants in the IAA production. 

Moreover, it is the first study on functional genomics with G. diazotrophicus PAL5 involving 

the amino acid tryptophan and its involvement in the metabolism of this bacterium. Although 

the number of differentially expressed proteins was small, possibly due to the applied 

statistics in the spots selection and the low efficiency of proteins identified by spectroscopy, 

the analysis helped to answer some questions about this amino acid influence in IAA 

biosynthesis in these bacteria and therefore should contribute to a better understanding of the 

microorganism interaction with sugarcane plants. 

 

Keywords: differential proteomics, tryptophan, IAA
-
 mutant 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 O proteoma 

 

O sequenciamento de genomas provê um grande número de informações que sugerem 

possíveis modos de expressão dos genes e prevê rotas funcionais. Essas informações são 

necessárias para o entendimento dos sistemas biológicos, porém o genoma em si é estático 

porque representa o modelo para todas as propriedades celulares que uma célula é capaz de 

desenvolver (SPEICHER, 2004). Inúmeros projetos genoma vêm sequenciando genes de 

organismos inteiros e gerando uma grande quantidade de informações que, 

independentemente, não traduzem o funcionamento real das complexas redes reguladoras e o 

metabolismo da célula (SANTOS et al., 2004). As diversas funções das proteínas não podem 

ser apenas baseadas nas sequências de nucleotídeos dos genes que codificam, pois elas podem 

sofrer modificações pós-traducionais como clivagem proteolítica, fosforilação, acetilação, 

alquilação, metilação, sulfatação, isoprenilação, glicosilação, ubiquitilação e formação de 

pontes dissulfeto (CAHIL et al., 2001). As vantagens de se ter sequências genômicas 

completas são limitadas, especialmente quanto à anotação da função, que não ultrapassa um 

terço dos genes; quanto a prever a existência ou não de uma via metabólica; fornecer dados 

sobre eventuais modificações pós traducionais nem do controle da atividade em resposta a 

condições particulares e, ainda, quanto a estimular descobertas e sugerir uso prático para as 

sequências genômicas (GALPERIN e KOLKER, 2006). O estudo da expressão gênica através 

dos níveis protéicos pode ajudar a suprir essa carência de informação (DUNN, 2005). A 

informação do proteoma complementa a do genoma, contribuindo para o entendimento da 

função do gene (PANDEY e MANN, 2000). O termo proteoma, em analogia ao termo 

genoma, foi utilizado pela primeira vez em meados da década de 90 por Mark Wilkins para 

descrever o conjunto completo de proteínas que um organismo produz sob condições pré-

definidas (WILKINS e PASQUALI, 1996). É fundamental para a sobrevivência, que a 

composição de proteínas de uma célula seja constantemente ajustada para enfrentar os 

desafios das mudanças nas condições ambientais (PARK, 2004).  

O proteoma está constantemente mudando em resposta a estímulos externos e, ainda, 

durante o seu desenvolvimento, sendo muito mais complexo e mais dinâmico do que o 

genoma (SPEICHER, 2004). A estrutura tridimensional da proteína também vai influenciar no 

papel funcional que será desempenhado por ela (KAZMI e KRULL, 2001) uma vez que o 

modo como a cadeia de aminoácidos se dobra e redobra para produzir as configurações 

tridimensionais características é, na verdade, a chave da sua função. Portanto, a forma 

estrutural mais estável pode variar de acordo com as condições do meio (KASTRITIS e 

BONVIN, 2010). Como o proteoma reflete o estado atual da célula ou organismo em qualquer 

dado conjunto de condições, é uma ponte essencial entre o transcriptoma e o metaboloma 

(VITAMVAS et al., 2007). Um mesmo genoma pode potencialmente originar um número 

infinito de proteomas (GRAVES e HAYSTEAD, 2002).  

O surgimento da proteômica está diretamente relacionado à necessidade de se investigar 

o controle da expressão gênica e o impacto dos produtos protéicos no metabolismo de células, 

tecidos ou órgãos (WILKINS e SANCHEZ, 1996). Neste contexto, a proteômica é a ciência 

que estuda sistematicamente um proteoma, avaliando quantitativa e qualitativamente as 

proteínas que atuam no metabolismo celular (CHEN e HARMON, 2006). A proteômica é 

uma ciência dirigida pela descoberta e, portanto, não possui dados prévios, promovendo 

intrigantes e novas oportunidades para o avanço do conhecimento. O estudo da proteômica 

tem implicações diretas em vários campos da biologia, da biotecnologia e da bioquímica, 

gerando conhecimento sem precedentes que permite a descoberta de vias metabólicas nas 



 49 

diversas etapas celulares, a identificação de novas moléculas bioativas em extratos biológicos 

naturais levando ao desenvolvimento de novos medicamentos, novos diagnósticos e novas 

técnicas terapêuticas, além de permitir também a identificação e caracterização de moléculas 

exógenas ou endógenas específicas de um determinado estado fisiológico (ROCHA et al., 

2005,  KUHNER et al., 2009; SANTOS et al., 2004). Portanto, a identificação de proteínas 

diferencialmente expressas permite associar a estes polipeptídeos diferentes eventos 

fisiológicos que ocorrem nas células, possibilitando uma nova visão dos sistemas biológicos 

(KORKUMAT et al., 2006). 

As proteínas são atualmente estudadas através da combinação de diferentes tecnologias, 

incluindo a eletroforese de gel de poliacrilamida uni e bidimensional, espectrometria de 

massa, cromatografia líquida multidimensional e técnicas de bioinformática (PARDANANI et 

al., 2002). A proteômica têm como objetivo isolar e identificar proteínas, estudar suas 

propriedades, seus níveis de expressão, funções, modificações pós-traducionais, interações 

protéicas e mecanismos regulatórios (BLACKSTOCK et al., 1999). 

Um experimento proteômico típico pode ser dividido em partes: a separação e o 

isolamento das proteínas, a obtenção de informação estrutural da proteína a fim de identificá-

la e caracterizá-la, e a utilização de bancos de dados (GRAVES e HAYSTEAD, 2002). 

Usualmente, a primeira etapa consiste em gerar géis bidimensionais com o maior número 

possível de proteínas identificadas. A partir destes géis de referência, são realizadas análises 

comparativas visando estudar a resposta celular a diferentes estímulos. Estes estudos 

fornecem dados importantes no que diz respeito à expressão diferencial de proteínas e suas 

modificações pós-traducionais (KAZEMI-POUR et al., 2004). 

 

 O 2DE-PAGE 

 
A eletroforese é uma técnica de separação que se baseia na migração de moléculas 

carregadas em função da aplicação de um campo elétrico (ROCHA et al., 2005). Os primeiros 

estudos proteômicos empregaram a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida com 

dodecil sulfato de sódio (2DE PAGE). Esta técnica foi pioneiramente descrita por 

O’FARREL (1975) e KLOSE (1975), visando a separação de misturas complexas de 

proteínas. Devido à sua resolução e sensibilidade, esta técnica é uma ferramenta poderosa 

para a análise e detecção de proteínas a partir de fontes biológicas complexas porque permite 

separar simultaneamente centenas de proteínas diferentes e suas isoformas (HAYNES et al., 

2000). Além disso, o 2DE PAGE, não só fornece informações sobre modificações de 

proteínas e/ou alterações em seus níveis de expressão, como também permite o isolamento de 

proteínas para posterior análises estruturais por espectrometria de massa (GÖRG et al., 2007). 

Uma característica adicional da técnica de 2DE PAGE é a sua capacidade de estudar proteínas 

que sofreram algum tipo de modificação pós-traducionais, tais como: glicosilação 

fosforilação, ou proteólise limitada e que podem, em muitos casos, ser facilmente localizadas 

em géis 2DE. 

A 2DE PAGE consiste em duas corridas eletroforéticas seqüenciais. Na primeira 

dimensão (IEF, IsoEletroFocalização) a tira contendo o gel deve conter uma mistura de 

anfólitos, que são capazes de tamponar de modo uniforme a faixa de pH desejável, formando 

um gradiente, além de uréia, detergentes e dithiothreitol (DTT). As proteínas são, então, 

separadas de acordo com seu ponto isoelétrico (pI) por focalização isoelétrica. Elas migram 

em direção à sua carga, impulsionadas pela força de um campo elétrico, até que encontre o pH 

onde sua carga seja nula, atingindo uma posição neutra, denominada repouso (Figura 14).  
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Figura 14: Representação esquemática da primeira dimensão da eletroforese bidimensional. Neste esquema vê-se 
a focalização isoelétrica de uma mistura de proteínas que se distribuem em cinco grupos de ponto isoelétrico 

diferentes, representados pelas cores: roxa, amarela, laranja, verde e azul; No início da focalização, ocorre a 

migração das proteínas para o pólo negativo (catodo) e para o pólo positivo (anodo) segundo suas cargas até que 

as proteínas encontrem o pH no qual as suas cargas se tornam nulas - o pI (Representação esquemática de 

Patrícia Galvão, adaptada de Dos Santos, 2008). 

 

Após esta primeira etapa, tem-se a segunda dimensão, onde é feita a eletroforese em gel 

desnaturante de poliacrilamida, no qual as proteínas distribuídas de acordo com seu pI são 

separadas conforme suas massas moleculares por eletroforese em gel de poliacrilamida 

contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE, do inglês, Eletroforese em Gel de 

PoliAcrylamida) (O'FARRELL, 1975). Essa eletroforese apresenta uma matriz constituída de 

um polímero de acrilamida com ligações cruzadas de bis-acrilamida (N,N‟-Metileno-bis-

acrilamida), cuja porosidade depende da concentração destes reagentes no gel. Nesta etapa, todas 

as proteínas são tratadas com SDS visando apresentarem a mesma carga e separarem-se no 

gel, sem influência de suas cargas nativas, uma vez que o SDS confere a todas as proteínas a 

mesma carga (Figura 15) (RABILLOUD, 2000; WITTMANN-LIEBOLD, 2006). Ao final do 

processo é obtido um mapa bidimensional da amostra, onde as proteínas são separadas com 

base no seu ponto isoelétrico na horizontal, e massa molecular na vertical (WESTERMEIER, 

2004), podendo ser visualizadas no gel através de métodos de coloração com azul brilhante de 

Comassie (Coomassie Brillhiant Blue - CBB), prata, compostos fluorescentes, autoradiografia 

ou detecção com imunoquímicos, contendo múltiplas cópias de uma proteína em cada banda 

ou spot (GÖRG et al., 2004). Entre os métodos com CBB, o coloidal com CBB G-250 é o 

mais sensível, revelando nanogramas de proteínas (NEUHOFF, 1988). Recentemente este 

método foi modificado, visando aproximar-se da sensibilidade obtida com a coloração por 

prata, por esta razão, chamado de Blue Silver (CANDIANO et al., , 2004).  
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Figura 15: Representação esquemática da segunda dimensão da eletroforese bidimensional. Após a primeira 
dimensão, a tira de IPG é disposta sobre o gel de SDS – PAGE onde ocorre a separação por volume molecular 

das proteínas (Representação esquemática de Patrícia Galvão, adaptada de Dos Santos, 2008). 

 

Esses mapas bidimensionais são usados com duas finalidades gerais: a separação do 

conjunto das proteínas para identificação em larga escala, quando se estuda o proteoma 

preditivo do sistema e, para estudo de expressão diferencial, comparando-se duas ou mais 

amostras para verificar diferenças de expressão de suas proteínas (ASHCROFT, 2003). Para 

isto é necessária a preparação das réplicas biológicas e de técnicas confiáveis para obtenção 

de resultados (HUNT, 2005; THOMAS et al., 2005). 

Essa metodologia sofreu algumas melhorias, especialmente na primeira dimensão, que 

tornaram o método mais reprodutivo. Em 1982 (BJELLQVIST et al., 1982), o gradiente de 

pH imobilizado (IPG - gradiente de pH Immobilizado) foi introduzido na primeira dimensão 

da 2DE-PAGE. Esse gradiente é estabelecido através do acoplamento químico entre a matriz 

de poliacrilamida e moléculas orgânicas anfóteras de baixa massa molecular, sob ação de um 

campo elétrico, o que ameniza o problema de reprodutibilidade. Na segunda dimensão, géis 

preparados em maiores dimensões permitiram a separação de proteínas presentes em misturas 

complexas em maior área e em quantidades preparativas. Dependendo do tamanho do gel e 

gradiente de pH usado, o 2DE PAGE pode resolver mais de 5.000 proteínas simultaneamente 

na faixa de 3-10 de pH e de 10 a 300 kDa, (GÖRG, 2000; OBERMAIER et al., 2000; GÖRG, 

2004; WEISS et al., 2004; WITTMANN-LIEBOLD, 2006; GÖRG et al., 2007), assim como 

também é capaz de distinguir entre proteínas com modificações pós-traducionais e não 
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modificadas (ASHCROFT, 2003). No entanto, esta metodologia ainda apresenta algumas 

limitações como a resolução de proteínas pouco abundantes e de alta massa molecular. Por ser 

sensível apenas para proteínas entre 10-100 kDa de massa molecular torna impossível a 

análise de todas as proteínas de uma amostra. Além disso, proteínas de membrana apresentam 

baixa solubilidade devido à sua alta hidrofobicidade, e tendem a agregarem-se. Dessa forma, 

o processo de solubização de proteínas é um passo muito importante em estudos proteômicos, 

tornando-se um desafio (BRAUN et al., 2007). Em adição, proteínas muito ácidas ou básicas, 

bem como proteínas pouco comuns (menos de 10.000 cópias por célula) também tendem a 

não serem identificadas (WEHR, 2001).  

 

1.2 Estudos de proteômica em G. diazotrophicus 
 

Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 foi completamente seqüenciada em 2009 por 

Bertalan e colaboradores (2009). Seu genoma é composto de um cromossoma de 

aproximadamente 3,9 Mb e dois plasmídeos de 16,6 e 38,8 kb cada um e possui o conteúdo de 

G+C de 66.19%.  Os autores anotaram 3.938 ORFs, estando alguns de seus genes envolvidos 

com fixação biológica de nitrogênio, metabolismo de açúcar, sistemas de transporte, 

biosíntese de polissacarídeos, quorum sensing e biosíntese de auxina. Após o sequencimento 

completo dessa estirpe, muita informação foi gerada, sendo necessária uma ampla 

investigação a fim de caracterizar e contextualizar as ORFs anotadas. Contudo, poucos 

estudos de genômica funcional, em especial análises de proteômica, foram publicados 

envolvendo G. diazotrophicus.  

O primeito trabalho descrevendo o perfil de proteínas dessa bactéria foi publicado em 

2008 por Lery e colaboradores (2008a). Neste trabalho os autores obtiveram a cobertura 

proteomica através de duas abordagens diferentes: 2DE seguido de MALDI-TOF ou TOF-

TOF MS e 1-DE seguido de cromatografia em uma coluna C18 acoplada a um espectrômetro 

de massa ESI-Q-TOF ou ESI-IT. Eles obtiveram 583 proteínas identificadas distribuídas em 

diferentes categorias funcionais como: vias metabólicas de nucleotídeos, aminoácidos, 

carboidratos e lipídeos, além de cofatores e produção de energia. 

No mesmo ano, Lery et al (2008b) realizaram um estudo de proteômica com G. 

diazotrophicus PAL5 em fase exponencial e estacionária na presença de altos ou baixos níveis 

de nitrogênio. A abordagem adotada foi 2DE e 131 proteínas diferencialmente expressas 

puderam ser observadas. Após a espectrometria de massa e as análises de bioinformática, 

dessas 131 proteínas, 46 foram identificadas. Os autores observaram proteínas relacionadas 

com metabolismo de DNA e de energia, cofator, homeostase citoplasmática, transportadores, 

etc e, quando cultivadas sob baixas concentrações de N, proteínas-acessório da fixação de 

nitrogênio, com papel na biosíntese e estabilização da nitrogenase foram mais expressas. 

Para melhor entender as interações planta-bactéria, foi conduzido um estudo avaliando o 

perfil de proteínas produzido por G. diazotrophicus quando em associação com plantas de 

cana-de-açúcar (DOS SANTOS et al., 2010). Os autores avaliaram a expressão diferencial das 

proteínas de G. diazotrophicus PAL5 após inoculação in vitro em plântulas de cana-de-açúcar 

SP70-1143 micropropagadas através da técnica de 2DE. O trabalho informa que 42 spots 

apresentaram níveis de expressão alterados quando comparados os perfis de proteínas obtidas 

das bactérias que haviam sido co-cultivadas com as plântulas e aquelas apenas cultivadas em 

meio de cultivo. Trinta e oito proteínas foram identificadas e associadas ao metabolismo de 

carboidratos e energia, e processos de envelopamento e degradação. Quando co-cultivadas 

com as plântulas de cana-de-açúcar, um fator transcricional de alongamento, uma chaperonina 

e uma lipoproteína de membrana, dentre outras apresentaram expressão diferencial. Os 

resultados obtidos permitiram a avaliação da significância fisiológica de determinadas 
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proteínas para o metabolismo de G. diazotrophicus e para as vias envolvidas na interação 

planta-bactéria. 

Mais recentemente, Lery e colaboradores (2011) realizaram um estudo com o intuito de 

investigar alguns aspectos moleculares da interação de G. diazotrophicus e plantas de cana-

de-açúcar. Para tal, esses autores marcaram as plântulas de cana-de-açúcar das variedades 

SP70-1143 (altamente responsiva a FBN) e Chunne (baixa resposta a FBN) e as células de G. 

diazotrophicus PAL5 através da substituição de NH4NO3 e KNO3 por 
15

NO3 e K
15

NO3 nos 

meio de cultivos. Após o cultivo, as plântulas foram inoculadas com 10
5
 UFC.ml

-1
 de células 

bacterianas e, um dia após a inoculação, as raízes e o meio de cultivo foram coletados e suas 

proteínas extraídas e utilizadas em análises de proteômica baseadas em espectrometria de 

massa quantitativa através da marcação metabólica com 
15

N das bactérias, amostras de raiz, e 

co-culturas. De maneira geral, esses autores analisaram mais de 400 proteínas e 78 delas 

foram diferencialmente expressas entre a bactéria controle e o co-cultivo com as plântulas de 

cana. Uma análise comparativa de PAL5 em interação com os dois genótipos de cana-de-

açúcar revelaram proteínas com papel fundamental no reconhecimento celular. A bactéria 

apresentou proteínas envolvidas na adaptação a condições atípicas e sistemas de sinalização 

durante a interação com ambos os genótipos, entretanto, SP70-1143 e Chunne mostraram 

respostas divergentes em contato com a bactéria. O genótipo altamente responsivo a FBN 

(SP70-1143) superexpressou proteínas de cascata de sinalização, enquanto que o genótipo de 

baixa resposta a FBN (Chunne) sintetizou diferencialmente proteínas envolvendo a 

remodelagem da cromatina e vias de degradação de proteínas. As células bacterianas oriundas 

de ambos os sistemas de co-cultivo apresentaram expressão aumentadas de proteínas 

envolvidas em vias de sinalização e metabolismo, o que deve ter auxiliado às bactérias a 

sobreviverem a adaptarem-se ao novo ambiente. Os resultados obtidos sugerem que G. 

diazotrophicus PAL5 percebe e responde as duas variedades de cana através de mecanismos 

gerais similares. 

Todos esses resultados obtidos até agora mostram o grande potencial da proteômica 

para descrever eventos em células de G. diazotrophicus através da observação e estudo das 

proteínas expressas sob condições distintas de cultivo. 

Até o momento não existem trabalhos de genômica funcional com G. diazotrophicus 

PAL5 envolvendo o aminoácido triptofano. Como já foi esclarecido anteriormente por 

Rodrigues (2008), sabe-se que a produção de AIA por G. diazotrophicus é dependente da 

adição do triptofano ao meio de cultura sugerindo que nesta bactéria este aminoácido seja o 

precursor do AIA; contudo, não existem maiores esclarecimentos sobre a real importância 

deste aminoácido para a biossíntese deste fitormônio em PAL5, existindo, inclusive, a 

possibilidade de haver uma rota independente do triptofano.  

Devido à necessidade da presença do triptofano para a detecção da produção de 

compostos indólicos em PAL5 por métodos colorimétricos, estudos cultivando a estirpe PAL5 

em diferentes concentrações deste aminoácido poderiam auxiliar a entender melhor sua real 

importância na biossíntese de tais compostos  nesta bactéria. Além disso, não existem estudos 

de análise de proteômica com mutantes de PAL5 em especial com mutantes defectivos na 

produção de compostos indólicos. Portanto, o presente capítulo engloba estudos de genômica 

funcional, incluindo a análise dos perfis de proteínas obtidos ao cultivar PAL5 e o mutante 

lao
-
 na presença e ausência do triptofano. Esses estudos são inéditos e, possivelmente ajudarão 

a responder diversas questões sobre a influência deste aminoácido na biossíntese de AIA nesta 

bactéria e, consequentemente esclarecer ainda mais as relações de interação destes 

microorganismos com plantas. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Condições de cultivo e bactérias utilizadas 

 

Células de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 e mutante lao
-
 foram cultivadas em 

triplicatas em erlenmeyers com capacidade para 250 ml contendo 100 ml de meio composto 

pelos sais do meio LGI-P líquido sem o corante e empregando 5 g.l
-1

 de glicose como fonte de 

carbono e suplementado com duas concentrações do aminoácido triptofano (zero e 100 ug.ml
-

1
), sob incubação a 30°C e agitação de 200 rpm. Após atingir a fase exponencial 

(DO600nm=0,7) os sedimentos bacterianos originados dos diferentes tratamentos (com e sem 

triptofano) foram coletados por centrifugação e lavados com solução salina duas vezes. Para 

tal, foram adicionados 10 ml de solução salina a cada amostra precipitada que foi 

homogeneizada vigorosamente e, submetida à centrifugação a 1.800 xg por 10 minutos a 4C. 

Os sedimentos foram mantidos a –70ºC até o momento do uso. 

 

2.2 Lise celular 

 

Para a obtenção do lisado celular, os sedimentos bacterianos de células de PAL5 

cultivados na presença e ausência de triptofano foram descongelados e ressuspedidos em 1 ml 

de solução de lise (7 M de Uréia, 2 M de Tiuréia, 4% de CHAPS, 0,5% de IPGBuffer e 20 

mM de DTT, estes dois últimos adicionados apenas no momento do uso) e mantidos em 

temperatura ambiente por 30 minutos. As soluções contendo uréia foram manuseadas a 

temperaturas abaixo de 37°C para evitar a carbamilação das proteínas. Durante todo o 

processo, as amostras e soluções foram manuseadas com luvas. 

Após este período de incubação, as amostras foram submetidas à sonicação sob as 

seguintes condições: 6 ciclos a 30% de amplitude compostos por 10 segundos de pulso e 1 

minuto de repouso. Após a sonicação, as amostras foram centrifugadas a 4ºC por 45 minutos a 

21.9000 xg e o sobrenadante foi transferido para novo tubo. Realizou-se uma nova 

centrifugação a 4ºC por 15 minutos a 21.900 xg e o sobrenadante foi, novamente, transferido 

para novos tubos previamente rotulados.  

Para verificar a qualidade, bem como, estimar a quantidade de proteínas obtida foi 

realizada a comparação da dosagem de proteínas feita em placas de poliestireno de 96 poços 

utilizando o reagente de Bradford (1976) e o perfil de proteínas obtido em gel de SDS-PAGE 

(o gel de corrida foi preparado com 10% de solução acrilamida/bisacrilamida enquanto que no 

gel concentrador foram utilizados 4%. Em ambos os géis foram utilizados tris-HCl 1,5 M ph 

8,8, SDS, água e os catalizadores da reação de polimerização, TEMED e APS). Para tal, a 

uma alíquota de 50 ug de cada uma das amostras foram acrescidos de mesmo volume de 

tampão de carregamento Laemmli 2X (125 mM de Tris-HCl; 20% de glicerol; 4% de SDS; 

100 mM de DTT- adicionado na hora do uso; 0,004% de Azul de Bromofenol, pH 6,8) 

(LAEMMLI, 1970) que foram aplicadas no gel de poliacrilamida 10%, previamente 

preparado, e então submetidas a voltagem constante de 200 V por cerca de 4 horas.  

 

2.3 Isoeletrofocalização 

 

Para cada tratamento foi adicionado o volume equivalente a 50 ug de proteínas, 20 mM de 

DTT, 0,5% de IPGBuffer pH 3-10 (Cat. No. 17-6000-87) e o volume necessário de tampão de 

reidratação (Uréia 8,5 M, Tween 20 2%, CHAPS 2%, Bromofenol 0,002%) para avolumar 

para 250 ml. Para os géis preparativos foram utilizados 400 ug de proteínas de cada 

tratamento. Essa mistura foi homogeneizada vigorosamente com auxílio de vórtex e 
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centrifugada por 60 minutos a 11.200 xg visando precipitar quaisquer materiais não 

solubilizados. 

Para uma análise exploratória foram utilizadas tiras de 13 cm na faixa de pH entre 3 e 10, 

enquanto que para as ánalises definitivas utilizou-se tiras de 13 cm na faixa de pH entre 4 e 7, 

ambas com capacidade para 250 ul de amostra (Immobiline Dry Strip pH 3-1, 13 cm, Cat. 

No. 17-6001-14 e Immobiline Dry Strip pH 4-7, 13 cm, Cat. No. 17-6001-13) Os 250 ul da 

mistura de cada tratamento foram adicionados em cada suporte (Ettan IPGphor Manifold, 

Cat. No. 80-6498-38) com muito cuidado para não formar bolhas. As tiras foram retiradas do 

congelador e tiveram sua cobertura plástica protetora removida vagarosamente com ajuda de 

uma pinça. Tais tiras foram posicionadas no suporte com o lado do gel virado para baixo de 

modo que este ficasse em contato com toda a solução de reidratação. Cada tira foi coberta 

com óleo mineral (Immobiline DryStrip Cover Fluid, Cat. No. 17-1335-01) e o suporte foi 

montado no aparato Ettan IPGphor 3 Isoelectric Focusing Unit (Cat. No. 11-0033-64). As 

tiras foram reidratadas por 16 horas sob baixa voltagem e, após este período, a 

isoeletrofocalização ocorreu por aproximadamente 23 horas conforme as condições de 

voltagem citadas na Tabela 4. Ao término, as tiras foram transferidas para tubos de vidro, com 

o cuidado de manter o lado contendo o gel para o interior do tubo. Nesta etapa as tiras foram 

imediatamente equilibradas ou congeladas para uso posterior. 

 

Tabela 4: Condições de voltagem empregadas da isoeletrofocalização das amostras de proteínas nas tiras de 13 

cm de pH 4-7. 

ETAPA TEMPO VOLTAGEM VOLTS/HORA 

1 STEP 16 HS 50 V  

2 STEP  500 V 500 VH 

3 GRAD  1000 V 800 VH 

4 GRAD  8000 V 11300 VH 

5 STEP  8000 V 13000 VH 

 

2.4 Equilíbrio das tiras 

 

Após a IEF, a cada um dos tubos contendo as tiras foram adicionados 5 ml de solução de 

equilíbrio I (50 mM de tris-HCl pH 8, 6 M de Ureia, 30% v/v de glicerol, 2% de SDS, 

0,0002% de azul de bromofenol, 100 mM de DTT), sendo mantidos a temperatura ambiente 

sob agitação leve por 30 minutos. Após este período, a solução de equilíbrio I foi 

cuidadosamente removida e 5 ml de solução de equilíbrio II (50 mM de tris-HCl ph8, 6 M de 

Ureia, 30% v/v de glicerol, 2% de SDS, 0,0002% de azul de bromofenol, 250 mM de 

iodoacetamida) foram adicionados aos tubos que, novamente, foram mantidos a temperatura 

ambiente sob agitação leve por 30 minutos. Passado este período de incubação, a solução de 

equilíbrio II foi removida dos tubos e as tiras foram enxaguadas com tampão de corrida 1X 

(25 mM de Tris base, 192 mM de glicina, 0,1% de SDS). 

 

2.4 Eletroforese bidimensional 

 

Após o equilíbrio das tiras, estas foram submetidas à migração da segunda dimensão em 

gel de SDS-PAGE (10 % de Acrilamida, 0,05% de persulfato de amônio - APS, 1% de SDS, 

TEMED e 0,4 M de Tris-HCl pH 8,8) montados em placas de vidro (Glass plates, 18 × 16 

cm, Cat No, 80-6178-99) com espaçadores de 1 mm (SPAC 1 cm X 16 cm, 1,0 mm, Cat No. 

80-6179-94). 

Os géis foram submetidos a 45 mA por gel em um aparato de eletroforese vertical 

Hoefer™ SE600 Ruby™ (Amersham Biosciences, Cat No. 80-6479-57) acoplado a um 
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sistema de circulação refrigerado (MultiTemp III Thermostatic Circulator,  Cat No. 18-1102-

77) para manter a temperatura a 10°C. A migração foi interrompida após 3 horas. 

aproximadamente, quando o corante chegou ao final das placas de vidro sem, contudo, sair do 

gel visando evitar a perda de proteínas de baixo peso molecular. 

 

2.5 Coloração: 

 

Os géis analíticos, contendo 50 ug de proteínas, foram corados com o auxílio do kit 

comercial PlusOne™ Silver Staining Kit (GE Healthcare, Cat No.17-1150-01). 

Para tal, cada gel foi fixado por pelo menos uma hora em 250 ml de solução aquosa 

contendo 75 ml de etanol e 25 ml de ácido acético glacial. A sensibilização ocorreu durante a 

noite em 250 ml de solução aquosa contendo 75 ml de etanol, 10 ml de tiosulfato de sódio 5% 

(p/v), 17 g de acetato de sódio e 1,25 ml de glutaraldeído a 25%. Após uma série de quatro 

lavagens em água por 15 minutos cada, cada gel foi imerso em 250 ml de solução de prata 

(2,5% p/v) por 60 minutos, onde permaneceram sob leve agitação. Após este período, os géis 

foram rinsados com água destilada algumas vezes e a revelação foi realizada com 250 ml de 

solução aquosa contendo 6,25 g de carbonato de sódio e 0,2 ml de formaldeído 37% por 

tempo suficiente para possibilitar a vizualização dos spots - cerca de 5 a 10 minutos. Com o 

objetivo de parar a reação, foi utilizada 250 ml de solução aquosa contendo 3,65 g de EDTA-

Na2.2H2O. 

Os géis preparativos, contendo 400 ug de proteínas, foram corados com solução de 

coomassie coloidal. Para tal, cada gel foi previamente fixado por pelo menos 4 horas em 

solução contendo 20% de metanol e 1% de ácido orto-fosfórico. Após este período os géis 

foram imersos em solução de coloração onde ficaram por pelo menos 16 horas. Para o preparo 

desta solução, adicionou-se 400 ml de solução A (2% de ácido orto-fosfórico e 10% de sulfato 

de amônia em água), 20 ml de solução B (2,5% de coomassie G-250 em água) e 100 ml de 

metanol.  A descoloração dos géis foi realizada através de sucessivas lavagens com água 

destilada.  

 

2.6 Captura e escaneamento dos géis e análise das imagens: 

 

As imagens dos géis foram adquiridas com auxílio do escaner ImageScanner III (GE 

Healthcare – Cat. No 28-9076-07).  Após obtenção das imagens, os tratamentos para as 

análises estatísticas foram selecionados de acordo com o questionamento realizado. Portanto, 

para avaliar o efeito do triptofano no perfil de proteínas de G. diazotrophicus PAL5, foram 

contrastadas as imagens dos géis contendo as amostras oriundas de PAL5 cultivada na 

ausência e na presença de triptofano. O mesmo foi feito com as amostras derivadas do 

mutante lao
-
 de G. diazotrophicus cultivadas nas mesmas condições para avaliar o efeito do 

aminoácido também nas proteínas expressas pelo mutante. 

Para avaliar as consequências causadas no perfil de proteínas pela mutação causada no 

gene lao de G. diazotrophicus PAL5, foram utilizadas nas análises, as imagens dos géis 

contendo as amostras provenientes de PAL5 e lao
-
 cultivadas em meio LGI-P sem triptofano. 

E para avaliar os efeitos da mutação na expressão protéica das bactérias que estariam 

produzindo compostos indólicos, as imanges analisadas foram aquelas contendo o mapa 

protéico de G. diazotrophicus PAL5 e do mutante lao
-
 cultivadas em meio LGI-P acrescido de 

100 ug.ml
-1

 de triptofano. 

 Para a análise desses géis, visando, dentre outras coisas, a detecção de proteínas, a 

combinação dos géis e análises estatísticas, foi utilizado o programa Image Master 2D 

Platinum 7.0 (GE Healthcare – Cat. No 28-9380-91). O primeiro passo na análise dos géis foi 

detectar automaticamente os spots neste programa e, em seguida, realizar uma análise manual 
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mais apurada, identificando spots não detectados pelo programa. Spots duplos considerados 

como único e/ou falsos spots foram identificados e corrigidos. A seguir foram utilizadas as 

ferramentas de remoção de background e normalização e, posteriormente, os géis foram 

calibrados, utilizando uma escala linear de pH e padrões de peso molecular (GE Healthcare). 

Os nove géis membros foram sobrepostos e um “gel master” foi obtido para cada condição, 

contendo apenas os spots reprodutíveis, ou seja, apenas spots comuns aos géis membros. A 

posição e densidade ótica dos spots nos géis “master” é uma média desses valores para o spot 

nos géis membros. Spots não presentes nos nove géis membro ou, cujo volume relativo diferiu 

mais de 20% entre eles, não foram considerados para as análises posteriores. Spots comuns a 

dois géis “master” foram considerados diferencialmente expressos quando seu volume 

relativo variou em mais de três vezes. Foram realizadas análises de variância a 5% de 

probabilidade. 

 

2.7 Preparo das amostras de proteínas para análise por espectrometria de 

massa: 

 

Para a descoloração dos spots, as proteínas foram retiradas do gel manualmente com 

auxílio de uma ponteira de plástico nova do tipo P1000 (com a ponta cortada) e imersas em 

microtubos previamente preparados com 200 ul de solução de bicarbonato de amônio a 25 

mM em 50% de acetonitrila com pH 8,0, onde ficaram em repouso por 30 minutos. Este 

processo foi repetido por duas vezes ou até o total desaparecimento da coloração azulada do 

gel. Após este período, os fragmentos de gel foram desidratados através de dois tratamentos 

sucessivos com 200 μl de acetonitrila (100%) por 5 minutos, e em seguida, foram 

completamente secos por aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. 

Para a digestão, foi preparada no gelo uma solução estoque de tripsina (Promega - Cat. 

No V5280) a 1 ug.ul
-1

 de ácido acético a 50 mM que, para o uso, foi diluída 50 vezes com 

bicarbonato de amônio 40 mM e 5% de acetonitrila. 

Os fragmentos dos géis completamente desidratados com auxílio da acetonitrila foram 

adicionados 10 ul da solução de tripsina 15 ng.ul
-1

 de forma a cobrí-los totalmente. Para que a 

tripsina penetrasse no gel sem que a digestão ocorresse, foram mantidos no gel por 30 

minutos antes de ficarem incubados a 37°C por aproximadamente 16 horas para a completa 

digestão protéica.  

Os peptídeos foram extraídos pela adição de 20 μl de solução contendo 50% de 

acetonitrila e 5% de ácido trifluoroacético (TFA) e posterior agitação vigorosa durante 30 

min. Após este período, os microtubos foram centrifugados por um minuto a 11.200 xg e os 

sobrenadantes foram coletados e transferidos para novos microtubos previamente rotulados. 

Esse processo foi repetido por mais duas vezes e todo o conteúdo extraído foi concentrado a 

vácuo até aproximadamente 5 ul . 

Para reconstituição da matriz, foram dissolvidas 10 mg.ml
-1

 da matriz de ácido a-ciano-

4-hidroxicinâmico (HCCA) em 50% de acetonitrila e 0,1% de TFA que foram agitadas 

vigorosamente com auxílio de vórtex e centrifugadas por 5 minutos a 13000 rpm. Após este 

preparo, foram misturados 1 ul do sobrenadante da matriz e 1 ul da solução de peptídeos, e 1 

ul desta mistura foi espotada em placa para análise por Maldi-ToF modelo MTP384 (Bruker 

Daltonics). 

 

2.8 Obtenção e análise dos espectros de massa: 

 

As análises de espectrometria de massa foram realizadas no laboratório de Proteômica 

da Universidade Federal do Paraná. Para tal, a placa contendo as amostras foi colocada no 

compartimento de análise do espectrômetro de massas MALDI-TOF/MS modelo Autoflex 
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(Bruker Daltonics), onde a matriz absorveu a energia do laser aplicado, induzindo a 

vaporização de parte da amostra. Assim que a vaporização e ionização das moléculas 

ocorreram, as mesmas foram transferidas eletrostaticamente para o espectrômetro de massas, 

onde foram individualmente determinadas a relação massa/carga (m/z) dos íons pelo tempo 

que os mesmos levaram para percorrer o tubo de vôo sob vácuo.   

Os espectros foram obtidos no modo refletor positivo, com uma voltagem de aceleração 

de 19,8 kV e faixa de aquisição entre 800 – 3200 Da com auxílio do software FlexControl 2.0 

do mesmo fabricante. A calibração externa foi feita utilizando padrões de peptídeos de massa 

conhecida (angiotensina, ACTH e somatostatina) e como calibrante interno foram utilizados 

picos de autólise da tripsina (842,50 Da e 2211,10 Da) quando presentes. A análise e 

tratamento dos espectros foi feita utilizando o programa FlexAnalysis 2.0 (Bruker Daltonics), 

onde foram excluídos os picos de tripsina e queratina, quando encontrado. 

 

2.9 Identificação das proteínas 

 

A identificação das proteínas foi realizada através da pontuação atribuída à similaridade 

entre os dados observados e teóricos (mowse score) (PAPPIN et al., 1993) com auxílio do 

programa Mascot v2.2, sob as seguintes configurações: protease tripsina com no máximo um 

sítio de clivagem perdido,  carbamidometilação de cisteínas como modificação fixa, oxidação 

de metionina como modificação variável e tolerância máxima permitida de 200 ppm.  

As massas moleculares dos peptídeos trípticos obtidos foram comparadas com àquelas 

dos peptídeos geradas in silico a partir do genoma de G. diazotrophicus e os parâmetros 

utilizados para confirmar ou excluir as proteínas candidatas foram: algoritmo mowse score 

(Mascot) acima do valor de corte (48), cobertura de no mínimo 15% e a comparação entre os 

valores experimentais e teóricos de pI e massa molecular. 
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3 RESULTADOS 

 

A análise do conteúdo protéico de cada uma das três triplicatas biológicas das culturas 

de G. diazotrophicus Pal5 e da mutante lao
-
 cultivadas na ausência e presença de 100 ug.ml

-1
 

de triptofano podem ser observadas em gel de SDS-PAGE (Figura 16). Foi obtida uma média 

de 2 mg de proteínas para cada uma das triplicatas técnicas. Conforme pode ser observado na 

Figura 16, já na primeira dimensão do gel foi possível observar uma expressiva diminuição na 

intensidade de uma banda de massa molecular aproximadamente 15 kDA no perfil de 

proteínas de Pal5 cultivada com triptofano quando comparado ao perfil de PAL5 cultivada na 

ausência do aminoácido. 

 

 
Figura 16: Gel de SDS-PAGE contendo o perfil protéico de uma réplica biológica de Gluconacetobacter 

diazotrophicus PAL5 e uma da mutante lao-, cultivadas na ausência de triptofano (colunas 1 - 3 e 7 – 9) e na 

presença de 100 ug.ml-1 de triptofano (colunas 4 - 6 e 10 – 12). As colunas consecutivas de cada tratamento três 

réplicas técnicas contendo 50ug de proteínas. M: Marcador de Peso Molecular - BenchMark™ Protein Ladder 

(Invitrogen, Cat. No. 10747-012; Lot. 845065) 
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3.1 Análise exploratória do perfil protéico 

 

A análise exploratória visando definir a melhor distribuição das proteínas na faixa de 

pH foi realizada  utilizando-se tiras de gel de 13 cm na faixa de pH entre 3 e 10.  Desta forma, 

foi possível avaliar a distribuição das proteínas conforme seu caráter ácido ou básico e 

determinar a melhor faixa de pH para estudar o perfil das proteínas de G diazotrophicus PAL5 

e do mutante nas condições de estudo. Conforme podemos observar naFigura 17, as proteínas 

focalizadas nas tiras com faixa de pH 3-10 ficaram mais concentradas na região ácida do gel. 

Assim sendo, optou-se por realizar o estudo utilizando-se tiras com faixa de pH 4-7 visando 

resolver a região que continha a maior porção das proteínas de G. diazotrophicus nas 

condições de cultivo adotadas. Os resultados apresentados na Figura 18 mostram que as 

proteínas ficaram bem distribuídas por todo o gel quando tiras de pH 4-7 foram utilizadas. 

 

 

 
Figura 17: Gel de 2DE-PAGE com tiras na faixa de pH de 3 a 10 revelando o perfil protéico de G. 

diazotrophicus PAL5 cultivada em meio LGI-P na ausência de triptofano (A) e na presença de 100 ug.ml-1 de 

triptofano (B), e de G. diazotrophicus lao- cultivada em meio LGI-P na ausência de triptofano (C) e na presença 

de 100 ug.ml-1 de triptofano (D). 
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Figura 18: Gel de 2DE-PAGE com tiras na faixa de pH de 4 a 7 revelando o perfil protéico de G. diazotrophicus 
PAL5 cultivada em meio LGI-P na ausência de triptofano (A) e na presença de 100 ug.ml-1 de triptofano (B), e 

de G. diazotrophicus lao- cultivada em meio LGI-P na ausência de triptofano (C) e na presença de 100 ug.ml-1 de 

triptofano (D). 

 

3.2 Efeito do triptofano no perfil de proteínas de G. diazotrophicus PAL5 

 

Para avaliar o efeito do triptofano no perfil de proteínas de G. diazotrophicus PAL5 as 

imagens dos géis bidimensionais contendo as amostras oriundas de PAL5 cultivada na 

ausência e na presença de triptofano foram contrastadas e, a análise computacional resultou na 

detecção de 40 spots com massa molecular (MM) entre 10 e 250 kDa, e pontos isoelétricos 

compreendendo a faixa 4 a 7 apresentando expressão diferencial relativa. Desses spots 

diferencialmente expressos, dois apresentaram expressão aumentada em PAL5 cultivada na 

presença de triptofano, 15 apresentaram expressão diminuída, e 15 foram detectados apenas 

nessa condição de cultivo, enquanto que oito spots foram detectados exclusivamente no perfil 

de bactérias PAL5 cultivadas na ausência de triptofano. A análise por espectrometria de 

massa permitiu a identificação das proteínas oriundas de 15 spots, tendo sido obtidas 12 

proteínas com sequências diferentes, sendo 3 isoformas (Figura 19). As bactérias PAL5 

cultivadas na presença de triptofano (PCT) apresentaram 13 spots (10 proteínas) com 

expressão diminuída e 2 spots (2 proteínas) com a expressão aumentada quando comparadas 

com as proteínas de bactérias PAL5 cultivadas na ausência do aminoácido (PST) (Tabela 5).  
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Figura 19: Mapa 2DE contendo proteínas extraídas de 3 replicatas biológicas de Gluconacetobacter 

diazotrophicus PAL5 cultivada em meio LGI-P sem adição de triptofano (imagens A a C) e cultivada em meio 

LGI-P acrescido de 100 ug.ml-1 de triptofano (D a F). Os spots das proteínas diferencialmente expressas entre os 

tratamentos estão numerados: superóxido dismutase (nº 9), pré-proteína translocase subunidade SecB (nº 17), 

Catalase (nº 69), proteína do tipo álcool desidrogenase Zinc-type (nº 70), fosfopiruvato hidratase (nº 73), 
Protease de Serina (nº 84), co-chaperonina GroES (nº 127), proteína G de biossintese de glucano (nº 134), F0F1 

ATP synthase subunit beta (nº 136), trigger factor (nº 146), HlyD family secretion protein (nº 149), chaperonina 

GroEL (nº 143, 145, 152 e 154). 
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Tabela 5: Expressão diferencial e categorias funcionais das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus PAL5 cultivada em meio LGI-P sem adição de triptofano-

PST) e no tratamento (G. diazotrophicus PAL5 cultivada em meio LGI-P acrescido de 100 ug.ml-1 de triptofano-PCT). 

 

Nº do 

spot 
pI/MM(DA) score 

Expressão 

relativa 
Nº de acesso ORF 

Gene que 

codifica 

Descrição da 

proteína 
Função da proteína 

 Experimental Teórico        

modificação pós-traducional, turnover de proteínas e chaperonas 

84 5,8/53100 5,91/53273 62 
Diminuída 

em PCT 
YP_001601559.1 GDI_1303 - 

Protease de 

Serina 

 

Enzimas que cortam ligações peptídicas em proteínas, nas quais um dos 

aminoácidos no sítio ativo é a serina. Participam no catabolismo de proteínas, 

tanto nas vias degradativas como nas biossintéticas, e na liberação de hormônios 

peptídeos a partir de proteínas precursoras.  

 

127 5,45/11200 5,4/10352 88 
Diminuída 

em PCT 
YP_001602295.1 GDI_2050 groES 

co-chaperonina 

GroES 

Proteína do grupo I das chaperoninas, também conhecida por chaperonina 10. 

Colabora com a chaperonina 60 (GroEL) auxiliando no envelopamento e 

montagem de proteínas encontradas no citosol. 

146 4,53/48900 4,58/49098 44 

 

Aumentada 

em PCT 

 

YP_001603277 GDI_3045 tig 
trigger factor 

(fator indutor) 

 

Está envolvido com o envelopamento e exportação de proteínas recém-

sintetizadas. Está associada ao ribossomo e age como uma chaperona molecular 

mantendo as proteínas recém-sintetizadas em uma conformação aberta. 

143 5,44/57100 5,43/57938 94 

Diminuídas 

em PCT 

 

YP_001602294.1 GDI_2049 groEL 

chaperonin 

GroEL 

(60kDa) 

Também conhecida como chaperonina 60, é uma proteína constitutivas do grupo 

I das chaperoninas que aumentam em quantidade após diversos tipos de estresse. 

Com a ajuda da co-chaperonina GroES, GroEL encapsula proteínas no interior 

da cavidade do complexo GroEL-ES e promove seu dobramento usando energia 

derivada da hidrólise de ATP, especialmente sob condições de estresse. 

145 5,35/56700 5,43/57938 52 

152 5,28/58100 5,43/57938 76 

154 5,64/56900 5,43/57938 112 

Metabolismo e transporte de íons inorgânicos 

9 5,67/ 20300 5,96/ 22213 120 
Diminuída 

em PCT 
YP_001602413.1 GDI_2168 sodB 

Superóxido 

dismutase 

 

Catalisa a dismutação do superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio. 

Devido a isto, é uma importante defesa antioxidante na maioria das células 

expostas ao oxigênio.  

 

69 6,00/ 56200 6,14/ 55202 51 
Diminuída 

em PCT 
YP_001600373.1 GDI_0079 katA Catalase 

É uma peroxidase que catalisa a decomposição do peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio molecular. É uma importante defesa antioxidante na maioria das 

células expostas ao peróxido de hidrogênio.  

 

134 5,26/58100 5,34/57263 140 
Diminuída 

em PCT 
YP_001601170.1 GDI_0889 mdoG 

Proteína G de 

biossintese de 

glucano 

Envolvida na biossíntese de glucanos periplasmáticos osmorregulados (GPOs). 

Necessária para a montagem da estrutura do glucano. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_pept%C3%ADdica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Serina
http://decs.bvsalud.org/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Chaperoninas
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=estresse&lang=3
http://pt.wikipedia.org/wiki/Super%C3%B3xido
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Nº do 

spot 
pI/MM(DA) score 

Expressão 

relativa 
Nº de acesso ORF 

Gene que 

codifica 

Descrição da 

proteína 
Função da proteína 

 Experimental Teórico        

Produção e conversão de energia 

70 5,72/35800 5,62/36453 83 
Diminuída 

em PCT 
YP_001600476.1 GDI_0186 - 

Proteína do tipo 

álcool 

desidrogenase 

Zinc-type 

 

Álcool desidrogenase catalisa a oxidação de etanol a acetaldeído com 

concomitante redução de NAD. Um dos seus dois átomos de zinco é essencial 

para a atividade catalítica. Participam da geração de aldeídos, cetonas e alcoóis 

durante a biossíntese de vários metabólitos. 

 

136 5,18/52100 4,97/52955 102 
Diminuída 

em PCT 
YP_001600979.1 GDI_0696 atpD 

Subunit beta da 

ATP synthase  

Produz ATP a partir de ADP na presença de um gradiente de prótons através da 

membrana. A subunidade beta da ATP sintase é catalítica. 

Metabolismo e transporte de carboidratos 

73 4,88/43600 4,7/44895 137 
Aumentada 

em PCT 
YP_001602172.1 GDI_1927 eno 

Fosfoenolpiruvato 

hidratase 

(enolase) 

 

Enzima da classe das liases que catalisa a desidratação reversível de 2-fosfo-D-

glicerato a fosfoenolpiruvato, como parte da via glicolítica. A reação é facilitada 

pela presença de íons metálicos. 

 

Catabolismo, biossíntese e transporte de metabólitos secundários 

149 5,29/43100 5,14/42229 57 
Diminuída 

em PCT 
YP_001604072.1 GDI_3850 - 

Proteína secretora 

da familia HlyD 

 

 

Esta proteína pertence a uma grande família de polipeptídeos, as proteínas de 

fusão de membrana. Estão relacionadas aos transportadores do tipo ABC, 

envolvidos com a exportação ou importação de uma ampla variedade de 

substancias, desde pequenos íons até macromoléculas. A principal função desde 

sistema é prover nutrientes essenciais as bactérias. 

 

Motilidade celular e secreção 

17 4,35/20100 4,44/18494 76 
Diminuída 

em PCT 
YP_001602313.1 GDI_2068 secB 

Pré-proteína 

translocase 

subunidade SecB 

 

A proteína translocase SecB é a constituinte principal do sistema de secreção 

Sec. Este sistema está envolvido na translocação de proteínas através da 

membrana citoplasmática e na inserção de proteínas integrais de membrana 

(FEKKES e DRIESSEN, 1999). SecB funciona como uma chaperona molecular 

que, seletivamente se liga a pré-proteínas e as entrega a SecA, que conduz a 

translocação com consumo de ATP. 
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A Figura 20 mostra a distribuição das proteínas identificadas de acordo com as suas 

respectivas categorias funcionais baseadas no COG (cluster of orthologous groups) e enfatiza 

a importância da modificação pós-traducional, do turnover de proteínas e das chaperonas, 

bem como, o metabolismo e o transporte de íons inorgânicos, nesta condição de cultivo.  
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Figura 20: Distribuição das proteínas diferencialmente expressas em G. diazotrophicus PAL5 de acordo com as 
categorias funcionais. Os números entre parêntesis representam a quantidade de proteínas em cada categoria 

funcional, precedidos de seu percentual.  

 

Mais da metade das proteínas identificadas (10) teve suas expressões relativas 

diminuídas quando o triptofano foi adicionado ao meio de cultivo. A modificação pós-

traducional, turnover de proteínas e chaperonas foi a categoria funcional mais representada 

entre as categorias de expressão diminuída: uma co-chaperonina GroES (spot nº 127), quatro 

isoformas da chaperonina GroEL (spots nº 143, 145, 152 e 154) e uma protease de serina 

(spot nº 84). A segunda categoria funcional mais expressiva, com três membros foi 

metabolismo e transporte de íons inorgânicos, onde foi identificada uma proteína G de 

biossíntese de glucano (spot nº 134), uma superóxido dismutase (spot nº 9) e uma catalase 

(spot nº 69). Na categoria produção e conversão de energia foi encontrada uma proteína do 

tipo álcool desidrogenase Zinc-type (spot nº 70) e uma proteína F0F1 ATP sintase subunidade 

beta (spot nº 136). Em biossíntese, catabolismo e transporte de metabólitos secundários foi 

identificada uma proteína secretora da família HlyD (spot nº 149), enquanto que, na categoria 

motilidade celular e secreção observou-se uma pré-proteína translocase subunidade SecB 

(spot nº 17) (Figura 21 e Figura 22). 
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Figura 21: Ampliação de seis regiões distintas dos géis bidimensionais ressaltando as proteínas com expressão 

diminuída em G. diazotrophicus PAL5 cultivada em LGI-P com 100 ug.ml
-1

 de triptofano (PCT) quando 

comparadas com G. diazotrophicus PAL5 cultivada em LGI-P sem acréscimo de triptofano (PST). Em (A) é 

possível observar as isoformas da chaperonina GroEL enquanto que em (B) observa-se co-chaperonina GroES 

(n° 127) e a superóxido dismutase (n° 9). Já na imagem (C) pode-se observar uma proteína G de biossíntese de 

glucano (nº 134) e uma proteína F0F1 ATP sintase subunidade beta (nº 136). Na figura (D) é possível observar 

uma proteína secretora da família HlyD (nº 149) enquanto que na figura (E) obeserva-se uma catalase (nº 69), 

uma proteína do tipo álcool desidrogenase Zinc-type (nº 70) uma protease de serina (nº 84). Em (F) é possível 

observar uma pré-proteína translocase subunidade SecB (nº 17). 
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Figura 22: Distribuição das proteínas com expressão aumentada em G. diazotrophicus PAL5 após a adição de 
triptofano no meio de cultivo LGI-P de acordo com as categorias funcionais. Os números entre parêntesis 

representam a quantidade de proteínas em cada categoria funcional, precedidos de seu percentual.  

 

 

Apenas duas das proteínas identificadas tiveram suas expressões relativas aumentadas 

quando o triptofano foi adicionado ao meio de cultivo, cada uma pertencente a uma categoria. 

Foi encontrado um fator indutor (trigger factor) (spot nº 146) que pode ser incluído na 

categoria de modificação pós-traducional, turnover de proteínas e chaperonas enquanto que 

na categoria metabolismo e transporte de carboidratos observou-se uma fosfoenolpiruvato 

hidratase (spot nº 73) (Figura 23 e Figura 24). 
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Figura 23: Distribuição das proteínas com expressão diminuída em G. diazotrophicus PAL5 após a adição de 
triptofano no meio de cultivo LGI-P de acordo com as categorias funcionais. Os números entre parêntesis 

representam a quantidade de proteínas em cada categoria funcional, precedidos de seu percentual.  

 

 
Figura 24: Ampliação de duas regiões distintas dos géis bidimensionais ressaltando as proteínas com expressão 
aumentada em G. diazotrophicus PAL5 cultivada em LGI-P com 100 ug.ml-1 de triptofano (PCT) quando 

comparadas com G. diazotrophicus PAL5 cultivada em LGI-P sem acréscimo de triptofano (PST). Em (A) 

observa-se uma fosfopiruvato hidratase (nº 73) enquanto que em (B)  é possível observar um trigger factor (nº 

146). 

 

3.3 Efeito do triptofano no perfil de proteínas de G. diazotrophicus mutante 

lao
-
  

 

As imagens dos géis bidimensionais contendo as amostras oriundas do mutante lao
- 
de 

G. diazotrophicus cultivado em meio LGI-P na ausência e na presença de 100 ug.ml
-1

 de 

triptofano foram contrastadas e, a análise computacional resultou na detecção de 96 spots com 

massa molecular (MM) entre 10 e 250 kDa, e pontos isoelétrico compreendendo a faixa 4 a 7 

apresentando expressão diferencial relativa. Desses spots diferencialmente expressos, 11 

apresentaram expressão aumentada em PAL5 cultivada na presença de triptofano, 6 

apresentaram expressão diminuída, e 26 foram detectados apenas nessa condição de cultivo, 

enquanto que 53 spots foram detectados exclusivamente no perfil de bactérias PAL5 

cultivadas na ausência de triptofano. A análise por espectrometria de massa permitiu a 
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identificação das proteínas oriundas de 14 spots, tendo sido obtidas 12 proteínas com 

sequências diferentes e duas isoformas (Figura 25). As bactérias lao
-
 cultivadas na presença 

de triptofano (LCT) apresentaram 8 spots (8 proteínas) com expressão aumentada e 6 spots (4 

proteínas) com a expressão diminuída quando comparadas com  lao
-
 cultivada sem triptofano 

(LST) (Tabela 6).  

 

 

 
Figura 25: Mapa 2DE contendo proteínas extraídas de 3 replicatas biológicas de Gluconacetobacter 

diazotrophicus lao- cultivada em meio LGI-P sem adição de triptofano (imagens A a C) e cultivada em meio 

LBI-P acrescido de 100 ug.ml-1 de triptofano (D a F). Os spots das proteínas diferencialmente expressas entre os 

tratamentos estão numerados: superóxido dismutase (nº 67), proteína do tipo fosfogluconato desidrogenase (nº 
70), alcanal monooxigenase (nº 71), ribose-5-fosfato isomerase A (nº 76), succinato-CoA ligase (formadora de 

GDP) (nº 78), 2,3,4,5-tetrahidropiridina 2,6-carboxilato N-succiniltransferase (nº 82), oxidoreductase (nº 95), 

proteína periplasmática de ligação a D-xilose (nº 100, 132 e 135), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (nº 111) 

peroxiredoxina (nº 161), pirofosfatase inorgânica (nº 174), aminotransferase de aminoácidos de cadeia 

ramificada (nº 197). 
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Tabela 6 Expressão diferencial e categorias funcionais das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus lao- cultivada em meio LGI-P sem adição de triptofano) e no 

tratamento (G. diazotrophicus lao- cultivada em meio LGI-P acrescido de 100 ug.ml-1 de triptofano). 

 

 

Nº do 

spot 

pI/MM(DA) score 
Expressão 

relativa 
Nº de acesso ORF 

Gene que 

codifica 

Descrição da 

proteína 
Função da proteína 

 Experimental Teórico        

Produção e conversão de energia 

71 6,61/35800 6,61/36309 122 
Aumentada 

em LCT 
YP_001600540.1 GDI_0251 luxA 

alcanal 

monooxigenase 

 

Pertence à família das oxidoredutases, utilizando o O2 como oxidante e com a 

incorporação ou redução do oxigênio que não pode ser derivado do O2. 

 

78 6,8/29000 6,8/29821 117 
Aumentada 

em LCT 
YP_001603185.1 GDI_2952 sucD 

Succinato-CoA 

ligase (formadora 

de GDP) 

Catalisam o primeiro passo que leva à oxidação do ácido succínico pela 

formação reversível de succinil-CoA a partir do succinato e CoA, com a 

clivagem concomitante de  GTP a GDP e ortofosfato. 

 

95 6,7/37200 6,7/36265 127 
Diminuída 

em LCT 
YP_001603684.1 GDI_3455 - Oxidoreductase 

Catalisa a transferência de elétrons de uma molécula redutora (hidrogênio ou 

oxigênio doador) para uma molécula oxidante (hidrogênio ou oxigênio 

receptor). Normalmente utiliza NADP ou NAD como cofator.  

 

174 5,25/19000 5,03/19131 65 
Diminuída 

em LCT 
YP_001603720.1 GDI_3491 ppa 

Pirofosfatase 

inorgânica 

Enzima que catalisa a hidrólise de difosfato em fosfato inorgânico. A 

hidrólise do pirofosfato é acoplada ao transporte de íons de hidrogênio 

através de uma membrana.  

  

Metabolismo e transporte de carboidratos 

70 6,35/36100 6,35/35991 74 
Aumentada 

em LCT 
YP_001600575.1 GDI_0287 gnd 

Proteína do tipo 

fosfogluconato 

desidrogenase 

 

Catalisa a descarboxilação oxidativa de 6-fosfogluconato para formar 

ribulose 5-fosfato, reduzindo nadp
+
 a NADPH.. 

 

76 5,8/24100 5,8/24724 51 
Diminuída 

em LCT 
YP_001600580.1 GDI_0292 rpiA 

ribose-5-fosfato 

isomerase A 

Isomerase que converte ribulose-5-fosfato em ribose-5-fosfato em uma etapa 

na via das pentoses-fosfato A ribose-5-fosfato é a pentose constituinte dos 

nucleotídeos, que vão compor os ácidos nucleicos, e de muitas coenzimas, 

como o ATP, NADH, FADH2 e coenzima A. 

100 6,35/37500 37291 85 

Diminuídas 

em LCT 
YP_001602778.1 GDI_2534 xylF 

Proteína 

periplasmática de 

ligação a D-xilose  

Proteína relacionada ao metabolismo de carboidratos e também à sinalização 

celular. Apresenta um domínio de ligação de açúcar, LacI. 
132 6,26/37000 37291 123 

135 6,63/36500 37291 154 

111 6,69/35800 36095 107 
Aumentada 

em LCT 
YP_001602546.1 GDI_2302 gap 

Gliceraldeído-3-

fosfato 

desidrogenase 

Enzima essencial na via da glicólise e da gliconeogênese, catalisando a 

fosforilação oxidativa do substrato gliceraldeído-3-fosfato em 1,3- 

bifosfoglicerato na presença de NAD
+
 e fosfato inorgânico, sendo também 

capaz de catalisar a reação inversa. 
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Nº do 

spot 

pI/MM(DA) score 
Expressão 

relativa 
Nº de acesso ORF 

Gene que 

codifica 

Descrição da 

proteína 
Função da proteína 

 Experimental Teórico        

Metabolismo e transporte de aminoácidos 

82 6,8/29600 6,8/30055 54 
Aumentada 

em LCT 
YP_001602377.1 GDI_2132 dapD 

2,3,4,5-

tetrahidropiridina 

2,6-carboxilato N-

succiniltransferase 

 

Aciltransferase envolvida na biossíntese de lisina em bactérias, algas verdes e 

plantas superiores. Converte succinil-CoA e (S)-2,3,4,5-tetrahidropiridina-

2,6-dicarboxilato em CoA  e N-succinil-L-2-amino-6-oxoheptanodioato. 

 

197 6,33/40200 5,62/39497 90 
Aumentada 

em LCT 

YP_00

1602723.1 
GDI_2479 ilvE 

Aminotransferase 

de aminoácidos de 

cadeia ramificada 

 

Enzimas transferidoras de grupo amino para aminoácidos de cadeia 

ramificada. Participam da via de degradação do triptofano. Utiliza o 

Piridoxal-P como co-fator. 

 

Metabolismo e transporte de íons inorgânicos 

67 6,42/21600 6,42 /22213 107 
Diminuída 

em LCT 
YP_001602413.1 GDI_2168 sodB 

Superóxido 

dismutase 

 

Catalisa a dismutação do superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio. 

Devido a isto, é uma importante defesa antioxidante na maioria das células 

expostas ao oxigênio.  

 

modificação pós-traducional, turnover de proteínas e chaperonas 

161 5,56/19300 5,07/20327 124 
Aumentada 

em LCT 
YP_001600860.1 GDI_0576 - Peroxiredoxina 

 

Representam uma importante família de proteínas antioxidantes, 

aparentemente presentes em todos os organismos. Também apresentam papel 

na sinalização celular controlando os níveis de peróxido de hidrogênio. 

 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Super%C3%B3xido
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A Figura 26 mostra a distribuição das proteínas de lao
-
 de acordo com as suas 

respectivas categorias funcionais baseadas no COG (cluster of orthologous groups) e enfatiza 

a importância do transporte e metabolismo de carboidratos bem como a produção e conversão 

de energia, para as condições de cultivo avaliadas.  
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Figura 26: Distribuição das proteínas diferencialmente expressas em G. diazotrophicus lao- cultivada em meio 
LGI-P com adição de 100 ug.ml-1 de triptofano de acordo com as categorias funcionais. Os números entre 

parêntesis representam a quantidade de proteínas em cada categoria funcional, precedidos de seu percentual. 

 

 

Menos da metade das proteínas identificadas (5) teve suas expressões relativas 

diminuídas quando o triptofano foi adicionado ao meio de cultivo. Duas categorias funcionais 

foram as mais representativas, com 2 proteínas identificadas cada: uma oxidoredutase (spot nº 

95) e uma pirofosfatase inorgânica (spot nº 174) na categoria produção e conversão de 

energia; e uma ribose-5-fosfato isomerase A (spot nº 76) e três isoformas de uma proteína 

periplasmática de ligação a D-xilose (spots nº 100, 132 e 135), na categoria metabolismo e 

transporte de carboidratos. A proteína superóxido dismutase (nº 67) teve sua expressão 

diminuída e pode ser incluído na categoria funcional metabolismo e transporte de íons 

inorgânicos (Figura 27 e Figura 28). 
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Figura 27: Distribuição das proteínas com expressão diminuída em G. diazotrophicus lao- após a adição de 

triptofano no meio de cultivo LGI-P de acordo com as categorias funcionais. Os números entre parêntesis 

representam a quantidade de proteínas em cada categoria funcional, precedidos de seu percentual. 

 

 

Figura 28: Ampliação de quatro regiões distintas dos géis bidimensionais ressaltando as proteínas com expressão 

diminuída em G. diazotrophicus lao- cultivada em LGI-P com 100 ug.ml-1 de triptofano (LCT) quando 

comparadas com G. diazotrophicus lao-cultivada em LGI-P sem acréscimo de triptofano (LST). Em (A) é 

possível observar a pirofosfatase inorgânica (nº 174) enquanto que em (B) observa-se uma isoforma da  proteína 

periplasmática de ligação a D-xilose (nº 100). Já na imagem (C) pode-se observar uma superóxido dismutase (nº 

67) e uma ribose-5-fosfato isomerase A. Na figura (D) é possível observar outra isoforma da proteína 

periplasmática de ligação a D-xilose (nº 132). 

 

Mais da metade das proteínas de G. diazotrophicus lao
-
 identificadas (7) tiveram suas 

expressões relativas aumentadas quando o triptofano foi adicionado ao meio de cultivo. Três 

categorias funcionais foram mais representadas entre as categorias de expressão aumentada, 
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com duas proteínas identificadas cada. Em produção e conversão de energia observou-se uma 

alcanal monooxigenase (spot nº 71) e uma succinato-CoA ligase (formadora de GDP) (spot nº 

78), já para metabolismo e transporte de carboidratos foi possível observar uma proteína do 

tipo fosfogluconato desidrogenase (nº 70) e uma gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (nº 

111). Para a categoria metabolismo e transporte de aminoácidos foram identificadas uma 

2,3,4,5-tetrahidropiridina 2,6-carboxilato N-succiniltransferase (nº 82) e uma  

aminotransferase de aminoácidos de cadeia ramificada (nº 197) (Figura 29 e Figura 30). 
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Figura 29: Distribuição das proteínas com expressão diminuída em G. diazotrophicus lao- após a adição de 

triptofano no meio de cultivo LGI-P de acordo com as categorias funcionais. Os números entre parêntesis 

representam a quantidade de proteínas em cada categoria funcional, precedidos de seu percentual. 

 
Figura 30: Ampliação de quatro regiões distintas dos géis bidimensionais ressaltando as 

proteínas com expressão aumentada em G. diazotrophicus lao
-
 cultivada em LGI-P com 100 

ug.ml
-1

 de triptofano (LCT) quando comparadas com G. diazotrophicus lao
-
cultivada em LGI-

P sem acrescimo de triptofano (LST). Em (A) é possível observar uma peroxiredoxina (nº 

161) enquanto que em (B) observa-se uma proteína do tipo fosfogluconato desidrogenase (nº 

70) e uma alcanal monooxigenase (nº 71). Na imagem (C) pode-se observar uma succinato-
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CoA ligase (formadora de GDP) (nº 78) e 2,3,4,5-tetrahidropiridina 2,6-carboxilato N-

succiniltransferase (nº 82). Já na figura (D) é possível observar gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase (nº 111) e uma aminotransferase de aminoácidos de cadeia ramificada (nº 197). 

 

3.4 Efeito da mutação no gene lao no perfil de proteínas de G. diazotrophicus 

PAL5  

 

Com o intuito de avaliar o efeito provocado no perfil de proteínas pela mutação 

realizada através da inserção do transposon Tn5 no gene lao de G. diazotrophicus PAL5, as 

imagens dos géis bidimensionais contendo as amostras oriundas de G. diazotrophicus 

selvagem PAL5 e do mutante lao
-
 cultivado em meio LGI-P na ausência de triptofano foram 

contrastadas e, a análise computacional resultou na detecção de 118 spots apresentando 

expressão diferencial relativa, com massa molecular (MM) entre 10 e 250 kDa, e pontos 

isoelétrico compreendendo a faixa 4 a 7. Desses spots diferencialmente expressos, 13 

apresentaram expressão aumentada em PAL5 cultivada na presença de triptofano, 23 

apresentaram expressão diminuída, e 30 foram detectados apenas nessa condição de cultivo, 

enquanto que 52 spots foram detectados exclusivamente no perfil de bactérias PAL5 

cultivadas na ausência de triptofano. A análise por espectrometria de massa permitiu a 

identificação das proteínas oriundas de 17 spots, tendo sido obtidas 14 proteínas com 

sequências diferentes e 3 isoformas (Figura 31). As bactérias lao
-
 apresentaram 10 spots (8 

proteínas) com expressão aumentada e 7 spots (6 proteínas) com a expressão diminuída  

quando comparada com as bactérias controles G. diazotrophicus PAL5 cultivada em meio 

LGI-P (Tabela 7).  

 

 
Figura 31: Mapa 2DE contendo proteínas extraídas de 1 replicata biológica de Gluconacetobacter diazotrophicus 
PAL5 (A) e lao- (B) cultivada em meio LGI-P. Os spots das proteínas diferencialmente expressas entre os 

tratamentos estão numerados: fator de elongação da transcrição (nº 0), lipoproteína de membrana externa (nº 3), 

ribose-5-fosfato isomerase A (nº 13), proteína do tipo fosfogluconato desidrogenase (nº 35), alcanal 

monooxigenase (nº 38), gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (nº41), isoformas da chaperonina GroEL (nº 62, 

71, 122), 6-fosfogluconolactonase (nº 73), succinato-CoA ligase (nº 77), oxidoreductase (nº 89), isoformas da 
proteína periplasmática de ligação a D-xilose (nº 90 e 93), fosfopiruvato hidratase (nº 120), superóxido 

dismutase (nº 134) e uma proteína hipotética (nº 148). 
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Tabela 7: Expressão diferencial e categorias funcionais das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus PAL5) e no tratamento (G. diazotrophicus lao-). 

 

Nº 

do spot 
pI/MM(DA) score 

Expressão 

relativa 
Nº de acesso ORF 

Gene que 

codifica 
Descrição da proteína Função da proteína 

 Experimental Teórico        

Metabolismo e transporte de carboidratos 

13 5,8/25800 5,44/24724 51 
Diminuída 

em LST 
YP_001600580.1 GDI_0292 rpiA Ribose-5-fosfato isomerase A 

Converte ribulose-5-fosfato em ribose-5-fosfato em uma etapa na 

via das pentoses-fosfato A ribose-5-fosfato é constituinte dos 

nucleotídeos, que vão compor os ácidos nucleicos, e de muitas 

coenzimas, como o ATP, NADH, FADH2 e coenzima A. 

35 6,35/36800 5,81/35991 74 
Aumentada 

em LST 
YP_001600575.1 GDI_0287 gnd 

Proteína do tipo fosfogluconato 

desidrogenase 

 

Catalisa a descarboxilação oxidativa de 6-fosfogluconato para 

formar ribulose 5-fosfato, reduzindo nadp+ a NADPH. A reação é 

um passo na via de pentose fosfato. 

41 6,69/35900 6,07/36095 107 
Aumentada 

em LST 
YP_001602546.1 GDI_2302 gap 

Gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase 

 

Essencial na via da glicólise e da gliconeogênese, catalisando a 

fosforilação oxidativa do substrato gliceraldeído-3-fosfato em 1,3- 

bifosfoglicerato na presença de NAD+ e fosfato inorgânico.. 

73 6,23/27800 5,73/26533 74 
Aumentada 

em LST 
P_001600579.1 GDI_0291 pgl 6-fosfogluconolactonase 

 

Catalisa a hidrólise da ligação éster de 6-fosfogluconolactona 

convertendo-a em 6-fosfogluconato, na via das pentose-fosfato. 

 

90 6,65/37100 8,68/37291 53 
Diminuída 

em LST 
YP_001602778.1 GDI_2534 xylF 

Proteína periplasmática de 

ligação a D-xilose 

 

Relacionada ao metabolismo de carboidratos e também à 

sinalização celular. Apresenta domínio de ligação de açúcar, LacI. 

 
93 6,35/36800 8,68/37291 85 

120 4,93/43200 4,70/44895 48 
Aumentada 

em LST 
YP_001602172.1 GDI_1927 eno 

Fosfopiruvato hidratase 

(enolase) 

 

Catalisa a desidratação reversível de 2-fosfo-D-glicerato a 

fosfoenolpiruvato, como parte da via glicolítica. A reação é 

facilitada pela presença de íons metálicos. 

 

Produção e conversão de energia 

38 6,61/37200 5,99/36309 122 
 Aumentada 

em LST 
YP_001600540.1 GDI_0251 luxA Alcanal monooxigenase 

Utiliza o O2 como oxidante e com a incorporação ou redução do 

oxigênio que  não pode ser derivado do O2 

 

77 6,8/30100 6,30/29821 117 
 Aumentada 

em LST 
YP_001603185.1 GDI_2952 sucD 

Succinato-CoA ligase 

(formadora de GDP) 

Catalisam o primeiro passo que leva à oxidação do ácido 

succínico pela formação reversível de succinil-CoA a partir do 

succinato e CoA, com a clivagem de  GTP a GDP e ortofosfato. 

 

89 6,7/35900 6,18/36265 127 
  Diminuída 

em LST 
YP_001603684.1 GDI_3455 - Oxidoreductase 

Cataliza a transferência de elétrons de uma molécula redutora 

para uma molécula oxidante. Normalmente utiliza NADP ou 

NAD como cofator. 
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Nº 

do spot 
pI/MM(DA) score 

Expressão 

relativa 
Nº de acesso ORF 

Gene que 

codifica 
Descrição da proteína Função da proteína 

 Experimental Teórico        

 

Modificação pós-traducional, turnover de proteínas e chaperonas 

62 5,28/58200 4,97/57938 76 

  Aumentadas 

em LST 
YP_001602294.1 GDI_2049 groEL 

Chaperonina GroEL 

(60kDa) 

Também conhecida como chaperonina 60, é uma proteína 

constitutivas do grupo I das chaperoninas que aumentam em 

quantidade após diversos tipos de estresse. Com a ajuda da co-

chaperonina GroES, GroEL encapsula proteínas no interior da 

cavidade do complexo GroEL-ES e promove seu dobramento 

usando energia derivada da hidrólise de ATP, especialmente sob 

condições de estresse. 

 

71 5,35/55800 5,43/57938 62 

122 5,25/58100 5,03/57299 94 

0 5,38/14800 4,85/16452 56 
 Aumentada 

em LST 
YP_001603571 GDI_3340 greA 

Fator de elongação da 

transcrição 

(GreA) 

Promovem o alongamento da transcrição estimulando a atividade 

de clivagem endonucleolítica da RNA polimerase. 

Envoltório celular e membrana externa 

3 5,13/15800 5,49/16740 118 
  Diminuída 

em LST 
YP_001601088.1 GDI_0807 omp 

Lipoproteína de membrana 

externa (omp16) 

 

Proteínas que estão associadass de forma não-covalente com 

peptidoglicanos, uma rede de cadeias de glicano composta de 

dissacarídeos, que são reticuladas por meio de pontes de 

peptídeos curtos 

 

Metabolismo e transporte de íons inorgânicos 

134 5,67/21300 5,96/22213 120 
  Diminuída 

em LST 
YP_001602413.1 GDI_2168 sodB Superóxido dismutase 

Catalisa a dismutação do superóxido em oxigênio e peróxido de 

hidrogênio. Devido a isto, é uma importante defesa antioxidante 

na maioria das células expostas ao oxigênio.  

 

Proteínas hipotéticas 

148 4,35/23500 4,27/24819 53 
  Diminuída 

em LST 
YP_001602573.1 GDI_2329 - Proteína hipotética GDI_2329 - 

http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=estresse&lang=3
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A Figura 32 mostra a distribuição das proteínas de lao
-
 cultivada em meio LGI-P de 

acordo com as suas respectivas categorias funcionais baseadas no COG (cluster of 

orthologous groups) e enfatiza a importância do transporte e metabolismo de carboidratos 

bem como a produção e conversão de energia, para as condições de cultivo avaliadas.  

 

 

43% (6)

21% (3)

14% (2)

7% (1)

7% (1)

7%(1)

Distribuição das proteínas diferencialmente 
expressas em G. diazotrophicus Lao- de acordo 
com as suas respectivas categorias funcionais

Metabolismo e transporte de carboidratos

Produção e conversão de energia

Modificação pós-traducional, turnover de proteínas, chaperonas

Envoltório celular e membrana externa

Metabolismo e transporte de íons inorgânicos 

proteínas hipotética
 

Figura 32: Distribuição das proteínas diferencialmente expressas em G. diazotrophicus lao- cultivada em meio 

LGI-P de acordo com as categorias funcionais. Os números entre parêntesis representam a quantidade de 

proteínas em cada categoria funcional, precedidos de seu percentual. 

 

 

Dentre as 15 proteínas identificadas como diferencialmente expressas, seis delas 

tiveram suas expressões relativas diminuídas quando o gene lao de G. diazotrophicus PAL5 

foi interrompido através da inserção do transposon Tn5. A categoria funcional com o maior 

número de proteínas identificadas foi metabolismo e transporte de carboidratos, com duas 

integrantes: ribose-5-fosfato isomerase A (spot nº 13) e duas isoformas da proteína 

periplasmática de ligação a D-xilose (spots nº 90 e 93). As outras quatro categorias funcionais 

contempladas tiveram uma proteína com expressão diminuída identificada. Para produção e 

conversão de energia observou-se uma alcanal monooxigenase (spot nº 38). Já para a 

categoria envoltório celular e membrana externa identificou-se uma lipoproteína de 

membrana externa (spot nº 3), enquanto que para metabolismo e transporte de íons 

inorgânicos foi possível observar uma superóxido dismutase (spot nº 134). Também foi 

observada uma proteína hipotética (spot nº 148) (Figura 33 e Figura 34). 
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Figura 33: Distribuição das proteínas com expressão diminuída em G. diazotrophicus lao- em meio de cultivo 

LGI-P de acordo com as categorias funcionais. Os números entre parêntesis representam a quantidade de 

proteínas em cada categoria funcional, precedidos de seu percentual. 

 

Figura 34: Ampliação de duas regiões distintas dos géis bidimensionais ressaltando as proteínas com expressão 
diminuída em G. diazotrophicus lao- quando comparadas com a estirpe selvagem PAL5 de G. diazotrophicus. 

Em (A) é possível observar a lipoproteína de membrana externa (nº 3), a superóxido dismutase (nº 134) e uma 

proteína hipotética (nº 148) enquanto que em (B) observa-se uma ribose-5-fosfato isomerase A (nº 13), 

oxidoreductase (nº 89) e duas isoformas da proteína periplasmática de ligação a D-xilose (nº 90 e 93). 
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Mais da metade das proteínas identificadas do mutante lao
-
 (8) tiveram suas expressões 

relativas aumentadas quando comparadas com a estirpe selvagem PAL5 de G. diazotrophicus. 

Dentre essas oito proteínas, metade delas (4) se encaixava na categoria funcional metabolismo 

e transporte de carboidratos: uma proteína do tipo fosfogluconato desidrogenase (nº 35), uma 

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (nº 41), uma 6-fosfogluconolactonase (nº 73) e uma 

fosfopiruvato hidratase (nº 120). As outras duas categorias contempladas obtiveram duas 

proteínas cada: em produção e conversão de energia observou-se uma alcanal monooxigenase 

(nº38) e uma succinato-CoA ligase (nº 77) e em modificação pós-traducional, turnover de 

proteínas e chaperonas, um fator de elongação da transcrição (nº 0) e três isoformas da 

chaperonina GroEL (nº 62, 71 e 122) (Figura 35 e Figura 36). 

 

 

50% (4)

25% (2)

25% (2)

Distribuição das proteínas com expressão 
aumentada em G. diazotrophicus Lao- de acordo 

com as suas respectivas categorias funcionais

Metabolismo e transporte de carboidratos

Produção e conversão de energia

Modificação pós-traducional, turnover de proteínas, chaperonas
 

Figura 35: Distribuição das proteínas com expressão aumentada em G. diazotrophicus lao
-
 em 

meio de cultivo LGI-P de acordo com as categorias funcionais. Os números entre parêntesis 

representam a quantidade de proteínas em cada categoria funcional, precedidos de seu 

percentual. 
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Figura 36: Ampliação de três regiões distintas dos géis bidimensionais ressaltando as proteínas com expressão 
aumentada em G. diazotrophicus lao- quando comparadas com a estirpe selvagem PAL5 de G. diazotrophicus. 

Em (A) é possível observar a proteína do tipo fosfogluconato desidrogenase (nº 35), a alcanal monooxigenase (nº 

38), o gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (nº41), o succinato-CoA ligase (nº 77) e duas isoformas da proteína 

periplasmática de ligação a D-xilose (nº 90 e 93). Já em (B) observa-se uma fosfopiruvato hidratase (nº 120) e 

três isoformas da chaperonina GroEL (nº 62, 71, 122), enquanto que em (C) é possível observar o fator de 

elongação da transcrição (nº 0) e o 6-fosfogluconolactonase (nº 73). 
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4 DISCUSSÃO 

 

Embora exista um grande número de estudos envolvendo o triptofano em diversos 

microorganismos (CRAWFORD, 1980; CRAWFORD, 1986; PITTARD, 1996; 

HERRMANN e WEAVER, 1995) o presente estudo de proteômica envolvendo este 

aminoácido em Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 é inédito. Além disso, este trabalho 

também traz os primeiros resultados envolvendo a proteômica de um mutante de G. 

diazotrophicus PAL5.  

A expressão de algumas proteínas de G. diazotrophicus foi alterada tanto na estirpe 

selvagem quanto no mutante lao
-
 em resposta às condições de triptofano utilizadas no meio de 

cultivo. As expressões relativas de todas as proteínas identificadas foram apoiadas por 

replicatas biológicas, experimentais e critérios estatísticos. Essas proteínas diferencialmente 

expressas foram classificadas em várias categorias funcionais (Tabelas 6, 7 e 8). Foi possível 

observar a expressão diferencial de enzimas presentes em várias vias metabólicas. Elas 

indicam que além da gliconeogenese, a via das pentoses-fosfato, o metabolismo de 

aminoácidos, metabólitos secundários e íons inorgânicos são alterados em G. diazotrophicus 

PAL5 e lao
-
 quando o triptofano é introduzido no meio de cultivo. Proteínas de outras 

categorias funcionais como modificação pós-traducional e turnover de proteínas e chaperonas, 

proteínas envolvidas com motilidade e secreção, transporte através da membrana e produção e 

conversão de energia também foram observadas, indicando que inúmeros mecanismos e 

sistemas metabólicos da bactéria também estão alterados dependendo da presença ou ausência 

do triptofano no meio. 

Um resultado importante foi a resposta de estresse revelada pela maior presença de 

proteínas como as chaperoninas do complexo GroESL (GroES e GroEL) quando PAL5 foi 

cultivada na ausência de triptofano. A chaperonina GroEL, é uma proteína que aumenta em 

quantidade após diversos tipos de estresse. Juntamente com a co-chaperonina GroES, formam 

um grande complexo que previne a agregação de proteínas encapsulando-as no interior da 

cavidade do complexo GroEL-ES e promovendo seu dobramento usando energia derivada da 

hidrólise de ATP (PRASAD e STEWART, 1992; ELLIS, 2005). Normalmente, este sistema 

de chaperoninas é necessário nas células, para que as mesmas sejam protegidas contra danos 

protéicos e injúrias estruturais (PRASAD e STEWART, 1992); no entanto é geralmente 

estudado em condições de estresse (SHERMAN e GOLDBERG, 1994; ELLIS, 2005). Os 

resultados desse trabalho apontam que proteínas expressas em G. diazotrophicus PAL5 na 

ausência de triptofano poderiam ser dependentes deste sistema. Resultados similares foram 

encontrados por Dos Santos (2010) ao cultivar G. diazotrophicus PAL5 com plântulas de 

cana-de-açúcar micropropagadas por sete dias. De modo análogo a um grupo de proteínas de 

E. coli cujo enovelamento é dependente exclusivamente deste complexo GroESL (KERNER, 

2005), as proteínas expressas em G. diazotrophicus quando cultivada juntamente com as 

plântulas poderiam ser dependentes deste tipo de sistema, bem como as proteínas expressas 

por esta mesma bactéria quando o triptofano estava ausente do meio de cultivo. O mesmo 

comportamento de expressão foi obtido por Lery et al (2011) ao cultivar PAL5 com plântulas 

de cana-de-açúcar micropropagadas da variedade SP70-1143, onde diversas proteínas 

diferencialmente expressas indicaram que as células de PAL5 perceberam os sinais da planta 

e apresentaram uma resposta geral à interação em 24 horas, ocorrendo adaptação celular 

durante essa interação. Dentre essas proteínas, observou-se a GroEL. Segundo Baron e 

Zambryski (1995), a interação entre uma bactéria endofítica e sua planta hospedeira é uma 

fonte de estresse biótico para ambos os organismos. Em E. coli existe variação de 

concentração de GroEL e GroES após choque térmico (BUKAU e HORWICH, 1998), e em 

Streptococcus pyogenes, GroEL é induzida após choque térmico de 42ºC por 5 minutos, e 

após 30 minutos a expressão retorna a níveis basais (LAPORT et al, 2001). Em Sinorhizobium 

http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=estresse&lang=3
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meliloti, duas isoformas desta chaperona também foram encontradas em resposta ao choque 

térmico (NATERA et al., 2000). Já Silveira (2009) observou GroES tanto nas amostras 

controles quanto nas amostras de Herbaspirillum seropedicae submetidas ao choque térmico 

por 30 minutos a 42ºC, sugerindo que esta chaperona possui expressão constitutiva nesta 

bactéria, sem diferença quantitativa nas condições controle e de estresse. É importante 

enfatizar que também existem outras evidências de que as chaperonas são proteínas essenciais 

não somente em condições de estresse, mas estão igualmente envolvidas na fisiologia 

bacteriana sob condições normais (FAYET et al., 1989). Dados experimentais sugerem que 

elas se ligam a moléculas de mRNA para regular a tradução e controlar a taxa de degradação 

de mRNA e término da transcrição. (ERMOLENKO e MAKHATADZE, 2002). A falta deste 

aminoácido ativa a transcrição dos genes do operon trp e, consequentemente sua biossíntese. 

De alguma forma, essas proteínas poderiam estar envolvidas neste controle da transcrição, 

ajustando finamente a biossíntese do triptofano em PAL5. 

Uma observação importante foi a presença da chaperonina GroEL em três isoformas 

diferentes quando PAL5 foi cultivada na ausência de triptofano. Ela esteve presente em três 

posições com massas muito semelhantes e valores de pI variando de 5,28 a 5,64. Chaves 

(2008) observou essa chaperonina em duas posições nos géis contendo as proteínas de H. 

seropedicae SmR1 cultivado em meio com excesso de amônio e Silveira (2009) também 

observou duas isoformas dessa chaperonina em H. seropedicae submetidas ao choque 

térmico. Dos Santos (2010) encontrou três isoformas de GroEL no perfil protéico de G. 

diazotrophicus PAL5 co-cultivada com plântulas de cana de açúcar por 7 dias. Esses 

resultados sugerem eventos de fosforilação e adenililação, ou seja, modificações pós-

traducionais dessas proteínas. A GroEL de E. coli é fosforilada em resposta ao choque 

térmico (NATERA et al., 2000), mas em condições normais, a forma fosforilada está presente 

apenas em pequenas quantidades. A presença de múltiplas isoformas desta chaperonina foi 

relatada em diversos estudos proteômicos (NATERA et al., 2000), e evidências de 

modificação por fosforilação foram obtidas através da presença de peptídeos com sítios 

prováveis de fosforilação observados com auxílio de bioinformática (CHAVES, 2008). 

A 6-fosfogluconato desidrogenase e gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase em G. 

diazotrophicus lao
-
 tiveram a expressão aumentada quando o triptofano foi adicionado ao 

meio de cultivo. Essas mesmas proteínas, além de 6-fosfogluconolactonase e 

fosfoenolpiruvato hidratase também foram reguladas para mais nas células de lao
-
 quando 

comparadas com PAL5. A estirpe selvagem quando cultivada na presença do aminoácido 

também teve a fosfoenolpiruvato hidratase sendo mais expressa do que na ausência do 

triptofano. O aumento da expressão dessas proteínas indica a ocorrência de uma maior 

atividade do metabolismo de carboidratos, por consequência, o aumento da produção do 

fosfoenolpiruvato. Este composto é precursor da rota do ácido xiquímico, importante via 

metabólica cujo produto final é o corismato, precursor comum da biossíntese dos aminoácidos 

fenilalanina, tirosina e triptofano (Figura 8). Quando concentrações adequadas de triptofano 

estão presentes no meio de cultivo, a molécula ativa do repressor trpR inibe a transcrição do 

operon trp bem como dos genes aroH e aroL (envolvidos na biossíntese do corismato) 

(PITTARD, 1996; XIE et al., 2003). Portanto, a adição do triptofano ao meio de cultivo 

regula para menos a expressão de genes envolvidos na via de biossíntese do corismato, 

diminuindo sua produção. Assim, o aumento da atividade das enzimas da via de biossíntese 

de carboidratos e, por conseguinte, o aumento da concentração de fosfoenolpiruvato pode ter 

ocorrido com o objetivo de suprir a carência do corismato e não prejudicar a síntese dos 

outros aminoácidos aromáticos, de extrema importância para as células. Lery et al (2011) 

observou que a fosfoenolpiruvato hidratase foi regulada para mais quando PAL5 foi cultivada 

por 24 horas na presença de plântulas de cana-de-açúcar micropropagadas SP70-1143; 

entretanto, a expressão dessa proteína e de outras envolvidas no metabolismo de carboidratos, 
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como: 6-fosfogluconato desidrogenase, fosfoglicomutase e gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase tiveram a expressão diminuída em PAL5 co-cultivada com plântulas de cana 

micropropagadas por 7 dias (DOS SANTOS, 2010) indicando que esta bactéria não se utiliza 

da glicólise na presença da planta. 

Através de pesquisas de bioinfomática com auxílio do Kegg, observou-se que a enzima 

L-amino ácido oxidase (EC: 1.4.3.2) possui atividade em diversas vias metabólicas: no 

metabolismo de alanina, aspartato, glutamato, cisteína, metionina, fenilalanina e triptofano, 

além da degradação de valina, isoleucina e tirosina e biossíntese de fenilalanina, tirosina e 

triptofano. A sua interrupção, provavelmente afetou todos os processos mencionados acima e, 

consequentemente, a produção de carboidratos. A alteração na produção de carboidratos 

justificaria a diminuição da expressão da proteína periplasmática de ligação de D-xilose 

(XylF) em G. diazotrophicus lao
-
. Esta proteína está relacionada ao metabolismo de 

carboidratos, atuando como transportador da Xilose contra o gradiente de concentração. 

Também atua na sinalização celular e apresenta um domínio de ligação de açúcar LacI. Este 

domínio inclui receptores quimiostáticos, transportador de inúmeras moléculas glicídicas, 

reguladores da transcrição de vias metabólicas da utilização de carbono e sistemas de 

gradiente contra concentração (WEICKERT e ADHYA, 1992; BLATTNER, 1997).  

Diversas proteínas envolvidas com a manutenção do nível oxidativo tiveram a 

expressão alterada quando o triptofano foi adicionado ao meio de cultivo. Dentre elas, a 

catalase (katA), enzima pertencente ao grupo das peroxidades, que foi regulada negativamente 

quando PAL5 foi cultivada na presença do aminoácido aromático. As catalases são 

oxiredutases envolvidas na degradação de peróxido de hidrogênio (ARDISSONE, 2004). 

Com disponibilidade de triptofano, as vias IPyA e TRP de biosíntese de AIA podem ser 

ativadas normalmente. Algumas reações presentes nessas vias produzem H2O2 como 

subprodutos, que poderiam justificar o aumento da expressão da catalase nessas condições. 

Além disso, KatA está envolvida na produção de hidroxiantranilato que irá produzir 

antranilato, precursor da via de biossíntese do triptofano. Portanto, na presença de triptofano 

no meio de cultivo a diminuição da expressão de KatA em PAL5 pode ter ajudado a reduzir 

os níveis de antranilato e, consequentemente, regular a produção de triptofano através da 

diminuição da concentração do seu precursor. Dos Santos (2010) observou uma diminuição 

dos níveis de expressão da catalase em PAL5 co-cultivadas com plântulas de cana por sete 

dias, o que indicaria a diminuição da defesa da bactéria durante a interação com a planta. 

A superóxido dismutase foi outra enzima envolvida com o estresse oxidativo que teve a 

expressão reduzida em PAL5 cultivada com triptofano e no mutante lao
-
. Provavelmente, a 

adição do aminoácido ao meio de cultivo e a interrupção do gene lao levaram a uma 

diminuição na produção de espécies reativas de oxigênio, provocando uma diminuição na 

síntese desta enzima, uma importante defesa antioxidante.  A superóxido dismutase também 

foi encontrada dentre as proteínas identificadas no secretoma de H. seropedicae (CHAVES, 

2008) e de diversos outros organismos (ANTELMANN et al., 2001). Esta proteína foi 

identificada no proteoma celular de H. seropedicae (CHAVES et al., 2007), entretanto, sua 

abundância relativa no secretoma (2,3%) foi superior à encontrada no proteoma (0,18%), 

indicando que sua concentração é maior no meio extracelular, podendo ser importante para 

proteger a bactéria do dano oxidativo com o qual muitas plantas reagem às infecções 

bacterianas. Já foi demonstrado que a superóxido dismutase diminui os efeitos tóxicos 

causados por espécies reativas de oxigênio produzidas pelas plantas (GOURION et al., 2006). 

Outro resultado que corrobora com Chaves (2008), foi a presença de superóxido dismutase no 

perfil de proteínas superexpressas por G. diazotrophicus PAL5 na presença de cana-de-

açúcar. A presença dessa proteína possivelmente seria um mecanismo através do qual a 

bactéria lidaria com o estresse oxidativo nas raízes das plantas, pois já foi demonstrado que a 
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explosão oxidativa é uma resposta de defesa da planta em um primeiro momento durante a 

interação planta-bactéria (BARON e ZAMBRYSKI, 1995). 

Duas proteínas envolvidas na produção e conversão de energia tiveram suas expressões 

reduzidas quando PAL5 foi cultivada na presença de triptofano: álcool desidrogenase Zinc-

type e subunidade beta da ATP sintase. 

Em bactérias, tanto a hidrólise quanto a sintese do ATP são catalisadas pela ATP 

sintase, dependendo das necessidades metabólicas da célula (SENIOR e WEBER, 2004). Em 

muitas espécies bacterianas tolerantes à acidez já foi observado que a atividade dessa enzima 

responde ao pH baixo (YOKOTA et al., 1995). A atividade mais elevada da ATP sintase sob 

baixo pH iria causar a hidrólise de ATP acoplado ao bombeamento de prótons para fora da 

membrana, a fim de manter constante o pH nestas espécies ácido-tolerantes. Com adição de 

triptofano ao meio de cultivo, a produção de ácido indol acético por PAL5 aumentaria, 

diminuindo momentaneamente o pH interno das células. No entanto, esses compostos 

indólicos são posteriormente excretados, diminindo o pH do meio de cultivo. Esses dados 

sugeririam um aumento na expressão da ATP sintase entretanto, não foi o observado neste 

estudo, onde a expressão da subunidade beta da ATP sintase foi reduzida quando PAL5 foi 

cultivada na presença de triptofano, sugerindo que a adição deste aminoácido reduziu o 

consumo energético por parte da bactéria. Duas isoformas da subunidade beta da ATP sintase 

foram identificada por Chaves, sugerindo a presença de modificação pós-traducional. A 

subunidade beta da ATP sintase de Xanthomonas axonopodis foi induzida quando este 

microrganismo foi cultivado em meio de cultura contendo extrato de folha (MEHTA e 

ROSATO, 2005) e, em G. dizotrophicus PAL5 quando co-cultivada com plântulas de cana-

de-açúcar da variedade Chunne por um dia (LERY et al., 2011). 

Em resposta à mutação, a enzima Succinil-CoA ligase (sucD) teve sua expressão 

diminuída. Esta enzima catalisa a conversão reversível de succinato à succinil-CoA, com 

formação de GDP. Conforme já foi discutido anteriormente, a enzima Lao participa de 

diversos processos metabólicos, incluindo o de vários aminoácidos. No metabolismo do 

aspartato, ela catalisa a conversão reversível de L-Aspartato a oxaloacetato, subproduto do 

ciclo de Krebs. A redução da produção deste composto oriundo do metabolismo do aspartato 

devido à inativação da enzima Lao, poderia ser a causa da diminuição da expressão da 

Succinil-CoA ligase observada no perfil de proteínas do mutante lao
-
.  Pouco oxaloacetato 

produzido geraria pouco succinil-CoA no ciclo de Krebs e a Succinil-CoA ligase teria seu 

substrato reduzido através de um efeito cadeia e, consequentemente, reduziria sua atividade. 

Dos Santos (2010) apenas observou a expressão desta enzima na bactéria co-cultivada com as 

plântulas de cana. Essa observação indicaria que sucD poderia ser parte da inicialização ou 

processo de associação da bactéria com a planta, pois uma maior atividade dessa enzima 

poderia levar ao aumento da síntese de propionil-CoA, envolvido na produção de etileno ou 

ao aumento de succinato, relacionado com a síntese de exopolissacarídeos. 

O estudo do perfil de proteínas de G. diazotrophicus PAL5 envolvendo a suplementação 

do meio de cultivo com o triptofano é um trabalho pioneiro com esta bactéria. Com o objetivo 

de entender melhor como ocorre a biossíntese deste aminoácido neste microorganismo, estão 

sendo realizados no laboratório de Genética e Bioquímica da Embrapa Agrobiologia estudos 

de qPCR envolvendo a expressão dos genes do operon trp e diferentes concentrações de 

triptofano adicinadas ao meio de cultivo (0, 25, 50, 100 e 500 ug.ml
-1

). Este trabalho poderá 

auxiliar no entendimento de como se dá o processo de regulação destes genes em PAL5 

quando ocorre a disponibilidade do triptofano em diferentes concentrações. Em adição, essas 

análises ajudariam a especular como esse processo se dá durante a interação com plantas de 

cana-de-açúcar, onde o triptofano exsudado pelas raízes certamente contribui para o controle 

da biossíntes de AIA que irá participar no processo inicial de interação com a planta e na 

promoção do crescimento radicular das mesmas.  
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De forma a complementar este estudo de proteômica, algumas enzimas diferencialmente 

expressas como a fosfoenolpiruvato hidratase, a catalase, e as chaperonas GroES e GroEL 

podem ser avaliadas em estudos de PCR em tempo real. Estas análises teriam a finalidade de 

comprovar a alteração na expressão dessas proteínas também a nível transcricional, sob 

influência da presença do triptofano no meio de cultivo ou, ainda, verificar se essas proteínas 

sofrem alguma regulação pós-traducional e, por isso, tiveram seus níveis de expressão 

modificados nos gés 2DE-PAGE. Esses estudos poderão ajudar a entender como o triptofano 

atua no metabolismo de G. diazotrophicus PAL5 e, se a mutação na enzima Lao influencia 

outras vias metabólicas da bactéria, a ponto de interferir na expressão de determinadas 

proteínas a nível transcricional. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Proteínas pertencentes à categoria modificação pós-traducional, turnover de proteínas e 

chaperonas foram menos expressas em PAL5 cultivada na presença do que na ausência de 

triptofano. 

 

A proteína fosfoenolpiruvato hidratase teve a expressão aumentada quando a estirpe 

PAL5 foi cultivada na presença do que na ausência do triptofano. 

 

Proteínas pertencentes à categoria produção e conversão de energia foram 

diferencialmente expressas no mutante lao
-
 cultivado na presença e na ausência de triptofano. 

 

A grande parte das proteínas que tiveram expressão diferencial no mutante lao
- 
de G. 

diazotrophicus em comparação com a estipe selvagem pertenciam à categoria metabolismo e 

transporte de carboidratos. 

 

Em nenhuma condição analisada foram observadas proteínas relacionadas com a 

biossíntese de triptofano possivelmente devido ao baixo rendimento das identificações das 

proteínas diferencialmente expressas durante a espectrometria. 
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CAPÍTULO II 

 

AVALIAÇÃO DE MUTANTES DE G. DIAZOTROPHICUS PAL5 QUANTO A SUA 

CAPACIDADE DE COLONIZAÇÃO E PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO 

VEGETAL DE PLANTAS MICROPROPAGADAS DE CANA-DE-AÇÚCAR. 
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RESUMO 

 

 

 

Com o objetivo de definir o papel das auxinas produzidas por G. diazotrophicus PAL5 

durante a associação com plantas de cana-de-açúcar, foram realizados dois experimentos de 

inoculação com plantas micropropagadas. O primeiro, conduzido em condições de hidroponia 

pelo período de 10 dias, mostrou efeito significativo da inoculação da estirpe selvagem PAL5 

na promoção de crescimento da parte área das plantas um dia após a inoculação e que se 

manteve até o final das coletas. Já o mutante lao
-
, defectivo na produção de compostos 

indólicos, não diferiu estatisticamente do controle não inoculado. O outro experimento, foi 

conduzido em vasos com substrato areia:vermiculita (2:1) pelo período de 120 dias. As 

plântulas foram inoculadas in vitro com a estirpe selvagem PAL5 e os respectivos mutantes 

lao
-
 e nif

- 
(não fixadora de nitrogênio), aclimatizadas por 30 dias e transplantadas para os 

vasos e adubadas com N (60 e 120 kgN.ha
-1

) na forma de sulfato de amônio enriquecido com 
15

N. Os resultados mostraram uma diferença visual nas raízes das plantas inoculadas com 

PAL5 que se apresentaram mais volumosas, aparentando um número mais elevado de raízes 

secundárias e pêlos radiculares. Já as plantas inoculadas com lao
-
 apresentaram raízes mais 

grossas, com um número muito reduzido de ramificações ou pêlos radiculares. A biomassa 

seca da parte aérea das plantas inoculadas com PAL5 foi superior àquelas inoculadas com as 

estirpes mutantes para as duas doses de nitrogenio. Porém essa diferença não foi significativa. 

As plantas cultivadas com a menor dose de N e inoculadas com os mutantes apresentaram 

acúmulo de massa seca na parte aérea inferior às plantas inoculadas com a estirpe selvagem. 

A análise do 
15

N incorporado nos tecidos das plantas que receberam 120 kgN.ha
-1

 não 

evidenciaram a ocorrência de contribuição da FBN. Por outro lado, foram observadas 

diferenças, ainda que não significativas, na eficiência do uso do N aplicado. As plantas 

inoculadas com PAL5 apresentaram uma menor recuperação do N fertilizante do que as 

plantas inoculadas com nif
-
. É possível que o tempo de cultivo e o espaço físico dos vasos 

tenham sido limitantes para o desenvolvimento das plantas, subestimando assim a absorção de 

nutrientes e também o processo de FBN. Desta forma, novos experimentos devem ser 

realizados em condições mais apropriadas para confirmar a influência da produção de índoles 

e da FBN durante a associação da bactéria G. diazotrophicus com as plantas de cana-de-

açúcar.  
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ABSTRACT 

 

In order to define the role of auxin produced by G. diazotrophicus PAL5 during 

association with sugarcane plants, two inoculation experiments were conducted using 

micropropagated plants. The first experiment, carried out in hydroponic conditions for 10 

days, showed a significant inoculation effect of the wild type on plant shoot one day after 

inoculation and the same behavior was maintained for until the end of experiment. However, 

the plants inoculated with lao
-
 mutant, defective in indole compounds production were not 

significantly different from uninoculated control.The other experiment, was conducted in pots 

containing sand:vermiculite substrate for a period of 120 days.  The seedlings were inoculated 

in vitro with both wild-type and mutants lao
-
 and nif

-
, acclimatized and transplanted to pots 

fertilized with 60 and 120 kg N ha
-1

 as ammonium sulphate enriched with 
15

N. The results 

showed a visual difference in the roots inoculated with the wild type PAL5 that is higher 

volume and suggesting a higher number of secondary roots and root hairs. On the other hand, 

the plants inoculated with the lao
-
 mutant were ticker and lower number of secondary roots 

and root hairs. The shoot biomass of plants inoculated with the wild type PAL5 was higher 

than those inoculated with the mutant strains for both N dose, however the difference was not 

significant at p<0.05. Plants grown with 60 kg N dose and inoculated with the mutants 

showed lower accumulation of dry shoot mass than plants inoculated with the wild type 

strain. On the other hand, the 
15

N analysis of plant tissues that received 120 kgN.ha
-1

 did not 

indicate the occurrence of the BNF contribution in pot growing conditions. However, there 

were a trend in the N use efficiency. Plants inoculated with Pal5 strain showed lower N 

fertilizer recovered than those inoculated with the nif
-
 mutant. However, the size of the pots 

may have limited the plant development, suggesting that new experiments should be carried 

out in more appropriated conditions to confirm the influence of the indol production and of 

the BNF during the association of the G. diazotrophicus and sugarcane plants 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A cana-de-açúcar 

 

A cultura da cana-de-açúcar historicamente possui enorme relevância econômica e 

social no Brasil, tendo sido responsável por vários ciclos de riqueza ao longo da história desse 

país (SZMRECSÁNYI, 1979; RIBEIRO e TONELLA, 2010). Foi introduzida no Brasil, nas 

chamadas capitanias hereditárias, logo que a colonização pelos portugueses foi iniciada. Em 

1550, o Brasil já era o maior produtor de açúcar do mundo e isso rendia lucros à Coroa 

(FURTADO, 2001). 

Na primeira metade do século XX, as regiões Norte e Nordeste se mostravam a 

principal localidade produtora de açúcar do país. Já a partir da década de 50 a região Nordeste 

começa a perder a hegemonia e o Centro/Sul do Brasil aparecem como os principais 

produtores de açúcar do país, devido, principalmente, aos investimentos e concessões de 

créditos por parte do Instituto do Açúcar e do Álcool (IAA) para construções de usinas e 

destilarias nessa localidade (TEIXEIRA, 1988). Este instituto, criado pelo governo federal em 

1933 se encarregava de dirigir, fomentar e controlar a produção de açúcar e de álcool em todo 

o país (SZMRECSÁNYI, 1979), promovendo o reerguimento da indústria açucareira, que 

durante a crise de 1929 sofreu com a superprodução do açúcar além de incentivar a produção 

do álcool combustível através da construção de destilarias (RIBEIRO e TONELLA, 2010). 

Em 1975, instituiu-se o Programa Nacional do Álcool (Proálcool) com o objetivo de 

expandir a produção de álcool e viabilizar seu uso como combustível auxiliar da gasolina 

(SZMRECSÁNYI, 1979). O programa também objetivava reduzir a importação de petróleo e 

equilibrar a balança comercial brasileira, em resposta à primeira crise mundial do petróleo, 

incentivar a produção em praticamente todas as regiões brasileiras e expandir a produção de 

bens de capital através da fabricação de equipamentos para as destilarias. 

Atualmente o Brasil mantém a hegemonia como o principal produtor mundial da cana-

de-açúcar (Saccharum sp. L..) e como líder na produção e exportação de açúcar. A atual área 

plantada desta cultura neste país é de aproximadamente dez milhões de hectares e a produção 

brasileira de cana-de-açúcar na safra 2010/2011 foi de 624 milhões de toneladas (CONAB, 

2011; FAO, 2010). 

A existência de diversas espécies de bactérias que vivem em associação com plantas de 

cana-de-açúcar e, que podem levar a aumentos de produtividade devido à sua ação promotora 

do crescimento vegetal, eleva o valor estratégico desta cultura. Estudos realizados por 

pesquisadores da EMBRAPA Agrobiologia com auxílio da técnica de diluição isotópica de 
15N estimaram que mais de 60% do nitrogênio acumulado em determinadas variedades de 

cana-de-açúcar foram oriundos da FBN (URQUIAGA et al., 1992). Resultados obtidos por 

Oliveira e colaboradores (2002) demonstraram a incorporação de até 30% de N, quando 

plantas micropropagadas de cana-de-açúcar foram inoculadas com uma mistura de bactérias 

diazotróficas.  

 A Dra. Johanna Döbereiner, através do isolamento e identificação de espécies de 

bactérias diazotróficas endofíticas de ocorrência natural em plantas do gênero Poaceae foi 

uma das principais estudiosas no assunto. Desde a descoberta da presença desses organismos 

em plantas não-leguminosas, pesquisadores do mundo inteiro contribuíram para o 

entendimento dos mecanismos e das interações entre essas plantas e bactérias promotoras do 

crescimento. Porém, ainda não é totalmente claro o entendimento da associação entre 

microrganismos diazotróficos endofíticos e a cultura da cana-de-açúcar. 
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1.2 A associação entre bactérias promotoras do crescimento e plantas de cana-

de-açúcar 

 

Estudos iniciados por Döbereiner, na década de 50 identificaram a presença de 

microrganismos fixadores de nitrogênio associados ao cultivo de cana-de-açúcar 

(DÖBEREINER, 1959). Nos anos 70, diversos experimentos foram realizados utilizando-se 

N2 marcado com o isótopo 15N, no qual foram detectadas contribuições significativas da 

fixação de N2 às plantas de cana-de-açúcar (RUSCHEL et al., 1978). Na mesma época 

introduziu-se o cultivo em meios semi-sólidos, o que aumentou a possibilidade de descoberta 

de novos gêneros de bactérias diazotróficas (DÖBEREINER, 1992), permitiu comprovar que 

um grande número de bactérias diazotróficas colonizava o interior dos tecidos das plantas. No 

fim da década de 80, foi comprovado que várias cultivares de cana-de-açúcar são capazes de 

obter N através do processo de FBN quando as bactérias estavam associadas à cultura. Essa 

comprovação foi possível através de trabalhos realizados com auxílio de técnicas de balanço 

de N total e diluição isotópica de 
15

N (LIMA e BODDEY, 1987).  

Resultados obtidos por Boddey (2001) através da análise de inúmeras variedades de 

cana-de-açúcar pela técnica de abundância natural de 
15

N observam uma contribuição da FBN 

em torno de 30%, variando de 0 a 60% dependendo da variedade testada. Contudo, alguns 

trabalhos realizados com cana-de-açúcar mostraram que a promoção do crescimento das 

plantas pode não estar obrigatoriamente, atribuída exclusivamente à FBN, mas, , 

principalmente à ação de fitormônios produzidos pelas bactérias e outros efeitos promotores 

do crescimento, como a solubilização de fosfato, produção de sideróforos.  

Dentre as bactérias isoladas de tecidos da cana-de-açúcar, as principais pertencem às 

espécies dos gêneros Azospirillum e Burkholderia (REIS et al., 2004), e as espécies 

Gluconacetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE; DÖBEREINER, 1988),  

Herbaspirillum rubrisubalbicans e H. seropedicae (OLIVARES et al., 1996). 

A busca por maior ganho na promoção do crescimento vegetal direcionou os estudos 

para a inoculação de um coquetel de estirpes de bactérias com comprovado efeito de promotor 

de crescimento. Estes estudos foram inicialmente desenvolvidos por Oliveira et al. (2002), no 

qual a mistura das espécies diazotróficas endofíticas G. diazotrophicus PAL5
T
, Azospirillum 

amazonense CBAmC, Herbaspirillum seropedicae HRC54, Herbaspirillum rubrisubalbicans 

HCC103 e Burkholderia tropica PPe8
T
 foi inoculada em plantas micropropagadas de cana-de-

açúcar. Essas plantas se desenvolveram em vasos com solo e após doze meses os resultados 

mostraram que estas bactérias foram responsáveis pela contribuição de cerca de 30% do N 

acumulado nos tecidos, dependendo de combinação de bactérias usadas.  

A mesma mistura bactéria foi inoculada por Oliveira et al. (2006) em duas variedades 

de cana-de-açúcar (SP70-1143 e SP81-3250) crescidas em três solos contrastantes quanto à 

fertilidade natural (Planossolo, Latossolo e Nitossolo) e verificaram que o efeito da 

inoculação sobre a FBN e a produção dos colmos foi maior na variedade SP70-1143 crescidas 

num Planossolo sem fertilização nitrogenada.  

Em um estudo de inoculação realizado por Sevilla e colaboradores (2001) plantas de 

cana-de-açúcar micropropagadas foram inoculadas com a estirpe selvagem PAL5 de G. 

diazotrophicus e um mutante defectivo na FBN (MAd3A). Após a colonização por ambas as 

bactérias, as plantas de cana-de-açúcar foram coletadas 60 dias após terem sido inoculadas 

com a estirpe selvagem cresceram melhor e tiveram conteúdo de N superior às plantas 

controle ou às inoculadas com o mutante nif
-
, em condições limitantes de N. Esses resultados 

indicaram que a FBN é um mecanismo significativo na promoção do crescimento 

nesta interação. Já quando o N não foi um fator limitante, foi possível observar a promoção de 

crescimento tanto das plantas inoculadas com a estirpe selvagem quanto as inoculadas com o 
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mutante MAd3A, sugerindo a existência de outros mecanismos envolvidos na promoção do 

crescimento além da FBN.  

Portanto, experimentos comparando a promoção de crescimento promovida por 

mutantes nif
-
 e por mutantes defectivos na produção de AIA poderiam ajudar a esclarecer qual 

a influência de cada um desses efeitos. Para tal, este segundo capítulo desta tese, fez uso de 

um mutante AIA
-
 de G. diazotrophicus, que produz 95% menos compostos indólicos do que a 

estirpe selvagem PAL5 (RODRIGUES, 2008) para a inoculação de plantas de cana-de-açúcar 

com o objetivo de definir a influência das auxinas produzidas por este microorganismo na 

promoção de crescimento dessa cultura.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Definição da concentração de bactérias capaz de promover o crescimento 

vegetal em experimentos de inoculação: 

 

Com o objetivo de definir a melhor concentração de UFC.ml
-1

 a ser utilizada nos 

experimentos de inoculação, foi realizado um experimento piloto com diferentes 

concentrações de bactérias para avaliar a promoção de crescimento de plântulas de arroz. Esta 

cultura foi escolhida devido ao estabelecimento da metodologia em trabalhos anteriores do 

grupo (ROUWS et al., 2010; MENEZES, 2011) e ao curto tempo de desenvolvimento das 

plântulas.  

Para tal, sementes de arroz da variedade IAC-4440 foram descascadas e suas superfícies 

foram desinfestadas conforme Hurek et al. (1994). Após desinfestação, as sementes foram 

transferidas assepticamente para placas contendo meio LB 10X diluído com 1% de Agar (50 

mg.l
-1

 de extrato de levedura, 100 mg.l
-1

 de triptona e 100 mg.l
-1

 de NaCl), que foram 

incubadas por 1 dia a 25°C com fotoperíodo de 12 h, para a germinação. Após um dia de 

germinação as plântulas livres de contaminação por microrganismos foram imersas em 

solução salina contendo células de G. diazotrophicus PAL5 nas diluições 10
4
, 10

5
, 10

6
, 10

7
 e 

10
8
 UFC.ml

-1
 por 30 minutos. As plântulas controle foram imersas apenas em solução salina.  

Depois deste período, as plântulas foram transferidas para tubos de ensaio de 125 ml 

contendo 60 ml de solução de Hoagland’s sem nitrogênio e cerca de 10 g de polipropileno 

granulado, onde foram mantidas por dez dias (Figura 37). 

 

 

 
Figura 37: Plântulas de arroz crescidas em tubos de vidro com solução de Hoagland (Foto: Patrícia Galvão). 

 

 

Dez dias após a inoculação, as plântulas foram retiradas do tubo de vidro e tiveram suas 

raízes seccionadas com auxílio de um bisturi a 20 cm abaixo da semente a fim de terem a 

mesma região observada em todos os tratamentos. Foi retirada uma região de 5 cm que foi 

colocada em uma lâmina, coberta com lamínula e observada ao microscópio óptico. Além 

disso, foi realizada a pesagem do massa fresca de dez repetições de cada tratamento.  
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2.2 Avaliação dos efeitos da inoculação de G. diazotrophicus em plantas de 

cana-de-açúcar micropropagadas: 

 

Para os experimentos de inoculação, plântulas da variedade SP70-1143 (responsiva a 

FBN) foram micropropagadas em laboratório de cultura de tecido. O material vegetal 

utilizado para a realização desse trabalho foi proveniente do Centro de Tecnologia Canavieira 

(CTC) em Piracicaba, SP. 

Frascos contendo plântulas de cana-de-açúcar foram levados para uma câmara de fluxo 

laminar onde foi realizada a repicagem do material vegetal. Inicialmente, cada recipiente foi 

borrifado com uma solução de álcool etílico a 70% (v/v) para a desinfestação externa dos 

frascos e para não contaminar o ambiente interno da câmara asséptica. De cada planta, foram 

retiradas todas as partes escurecidas (oxidadas) com a utilização de bisturi e pinças 

esterilizadas por repetidas flambagens. O material foi dividido, individualmente, em frascos 

de vidro de 250 ml contendo 20 ml de meio de cultivo MS líquido (MURASHIGE E 

SKOOG, 1962) na fase de enraizamento (Figura 38). As plântulas foram mantidas por 60 dias 

em laboratório de cultura de tecidos a 25ºC sob luz artificial (3000 lux) com um fotoperíodo 

de 12 horas de luz.  

 

 

 
Figura 38: Plântulas de cana-de-açúcar micropropagadas: (A) repicadas em câmara de fluxo laminar, (B) 

individualizadas, (C) em frascos de vidro com meio de cultivo MS em fase de enraizamento e (D) contendo 
folhas e raízes em abundância para a inoculação da bactéria. (Fotos: Patrícia Galvão) 

 

 

Após atingirem um número considerável de raízes e folhas para as inoculações (Figura 

38), as plântulas foram individualizadas de modo que a região de inserção da folhas sofresse 

pequenas feridas que permitiriam a entrada da bactéria. A partir desta etapa, as plântulas 

foram destinadas a cultivos diferentes: um experimento de curta duração (10 dias) em 

condições de hidroponia e outro com duração mais longa (120 dias) em vasos com substrato 

areia:vermiculita. 
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2.2.1 Experimento em condições de hidroponia (curta duração) 

 

As plântulas foram acondicionadas em aparatos individualizados contendo solução de 

Hoagland modificada (HOAGLAND e ARNON, 1950) sem nitrogênio. Suas raízes foram 

depositadas sobre telas de modo que ficassem imersas na solução (Figura 39).  

 

 

 
Figura 39: Plântulas de cana-de-açúcar micropropagadas cultivadas em condição de hidroponia (Foto: Patrícia 

Galvão) 

 

Para o preparo dos inóculos, células de G. diazotrophicus PAL5 e lao
-
 foram cultivadas 

em meio DYGS na ausência e presença de 200 μg.ml
-1

 de antibiótico canamicina, 

respectivamente. Após o cultivo em 30ºC sob agitação de 200 rpm as células foram 

sedimentadas e ressuspendidas em solução salina a fim de excluir quaisquer substâncias 

possivelmente secretadas pelas bactérias ao meio de cultivo. O equivalente a 10
6
 UFC.ml

-1
 foi 

inoculado em cada aparato contendo a solução de Hoagland modificada. No tratamento 

controle, apenas foi inoculada a solução salina. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e as plântulas foram 

mantidas por até dez dias sob temperatura controlada em casa de vegetação da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro em parceria com o Laboratório de Biologia Molecular de Plantas 

liderado pela Dra. Adriana Hemerly. Após 1, 3, 7 e 10 dias da inoculação, dez repetições de 

cada tratamento foram coletadas e avaliadas. Foi contabilizado o número de raízes adventícias 

e laterais, a comprimento da parte aérea e o peso fresco de cada indivíduo. 

 

2.2.2 Experimento em condições de vaso (longa duração) 

As plântulas individualizadas foram transferidas para frascos de vidro com capacidade 

para 250 ml contendo 20 ml de um novo meio de cultivo MS líquido sem hormônios e com a 

concentração de sacarose e nutrientes reduzida 10 vezes conforme descrito por Reis et al 

(1997), onde foi inoculado o equivalente a 10
6
 UFC.ml

-1
 de G. diazotrophicus PAL5 cultivada 

em meio DYGS e os mutantes MAd3A (nif
-
) e lao

-
 cultivados no mesmo meio de cultivo 

contendo antibiótico canamicina (200 μg.ml
-1

). 

Cada tratamento teve 13 frascos inoculados, contendo cerca de quatro a seis perfilhos de 

cana-de-açúcar micropropagada, totalizando 65 frascos. Os tratamentos foram: sem 

inoculação - controle; inoculação com a estirpe selvagem G. diazotrophicus PAL5, inoculação 

com mutante nif
-
 de G. diazotrophicus (MAd3A) e inoculação com mutante lao

-
 de G. 

diazotrophicus. 
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As plântulas foram mantidas por sete dias em laboratório de cultura de tecidos a 25ºC 

sob luz artificial (3000 lux) com um fotoperíodo de 12 horas de luz e então transferidas para 

bandejas de isopor do tipo plantágil e levadas para casa de vegetação de biossegurança, onde 

permaneceram em aclimatação por 30 dias (Figura 40), antes de serem transferidas para vasos 

e se desenvolverem por 120 dias (Figura 41). 

 

 A B C D E 

 
Figura 40: Plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar em bandejas de isopor do tipo plantágil. (A): Plântulas 

não-inoculadas; Plântulas inoculadas sete dias após a inoculação com (B): G. diazotrophicus estirpe selvagem 

PAL5; (C): G. diazotrophicus estirpe mutante MAd3A; D: G. diazotrophicus estirpe mutante lao- (Fotos: Patrícia 

Galvão). 

 

 

 
Figura 41: Plantas de cana-de-açúcar não-inoculadas e inoculadas com G. diazotrophicus crescidas em vasos 

contendo 5 Kg de substrato areia:vermiculita. (Fotos: Patrícia Galvão). 

 

Uma amostra de 100 g do substrato areia:vermiculita (2:1) foi utilizada para análise do 

Nitrogênio (N), Fósforo (P), Potássio (K), Alumínio (Al), Cálcio (Ca) e Magnésio (Mg) 

disponíveis e pH pelo laboratório de Solos da Embrapa Agrobiologia (Tabela 8:). 

 

Tabela 8: Resultado da análise do substrato areia:vermiculita (2:1). 

pH Al Ca Mg P K N 

em Água cmolc/dm³ mg/dm³ % 

7,6 0,0 4,3 2,5 47,8 323,3 0,004 
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Com base nesses dados e na massa seca de cana-de-açúcar esperada por vaso, o pH do 

substrato foi corrigido com gesso e adubado com fósforo e potássio. Para cada vaso, contendo 

5 kg de substrato areia:vermiculita (2:1), misturou-se 0,5 g de FTE Br12, 2,8 g de Sulfato de 

Potássio e 10,3g de Superfosfato Simples. Foram utilizadas duas doses de N-mineral: 30 e 60 

PPM, equivalentes a 60 e 120 kg de N.ha
-1

, aplicados como sulfato de amônio marcado com 

0,5% de átomos de 
15

N em excesso, para futura determinação da contribuição da FBN na 

cultura e da eficiência no uso do adubo. 

A condutividade elétrica (CE) é um indicativo da concentração de sais ionizados na 

solução e fornece um parâmetro para a estimativa da salinidade do substrato (WILSON, 

1984). Portanto, uma amostra do substrato adubado foi coletada para a determinação da CE 

do extrato da pasta saturada. Após a análise a 25ºC, foi observado o valor de 1,740 dS.m
-1

. 

Segundo Calvins e colaboradores (2000), valores de CE entre 0,76 e 2 dS.m
-1

 são 

considerados valores baixos, adequados para plantas sensíveis à salinidade.  

O experimento foi delineado em seis blocos ao acaso. 

 

 Contagem de microrganismos diazotróficos 

 

A contagem do número de bactérias diazotróficas presentes nos tecidos foi realizada 

através da metodologia do Número Mais Provável (NMP) sugerida por Döbereiner e 

colaboradores (1995b). Pata tal, 1 g das raízes, colmos e folhas de plantas com 7, 30 e 120 

dias após a inoculação (DAI) foram previamente esterilizados superficialmente através da 

imersão destas em solução de Cloramina-T a 1% por 3 minutos e em água destilada estéril por 

cerca de 10 minutos. Após este período, o material foi enxaguado diversas vezes com água 

destilada estéril e macerado juntamente com 9 ml de solução salina com auxílio de pistilo e 

cadinho. Em seguida, foram feitas diluições seriadas dessas amostras em soluções salinas (10
-

2
 a 10

-7
). 

As contagens em meio semi-sólido foram feitas através da inoculação de 0,1 ml de cada 

diluição no centro de três frascos contendo meio semi-sólido LGI-P. Os experimentos foram 

realizados em triplicatas. Após incubação por 15 dias a 30ºC os tubos foram checados quanto 

à presença ou ausência de película e a contagem foi realizada com auxílio da Tabela de 

McCrady para três repetições de cada diluição (DÖBEREINER et al., 1995b). 

Devido à incapacidade de fixar nitrogênio da bactéria MAd3A e, consequentemente, de 

formar película em meio semi-sólido, as contagens foram realizadas em placas de Petri para 

os tratamentos inoculados com a bactéria nif
-
.  Para tal, em triplicatas, foram distribuídos 20 

µl das diluições 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

 e 10
-6

 na superfície do meio LGI-P sólido com auxílio de alça 

de Drygalski. Após incubação por 10 dias a 30ºC a determinação do número de células foi 

feita, multiplicando-se o número de colônias presentes na diluição 10
-4

 pelo fator de diluição 

correspondente e pelo volume da amostra.  

 

 Acúmulo de biomassa 

 

As plantas foram coletadas 120 dias após a inoculação e foram divididas em raízes, 

colmos e folhas. As raízes foram lavadas cuidadosamente a fim de remover o substrato 

evitando ao máximo a perda das mesmas. Em seguida, cada parte das plantas foi separada 

individualmente em sacos de papel, pesadas e, posteriormente secadas em estufa a 65ºC 

(Figura 42). Após uma semana na estufa, as partes das plantas foram novamente pesadas com 

o objetivo de obter o acúmulo de matéria seca das amostras. 
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Figura 42: Coleta do experimento 120 DAI. (A) Plantas adultas de cana-de-açúcar sendo retiradas dos vasos, (B) 

Separação das folhas de uma planta de cana-de-açúcar e (C) Raízes sendo cuidadosamente lavadas para retirar o 

excesso de substrato. 

 

 Nitrogênio total acumulado nos tecidos 

 

Após a determinação de peso seco, as raízes, colmos e folhas, foram, individualmente, 

moídos por duas vezes com auxílio de um moinho de corte (IKA
®
). As amostras foram 

condicionadas em potes de plástico, rotuladas e enviadas para o laboratório de Solos da 

Embrapa Agrobiologia onde foram realizadas as análises de N total conforme descrito por 

Tedesco (1985).  

 

 Eficiência do uso do adubo nitrogenado e contribuição da FBN 

 

Após as amostras terem sido analisadas quanto ao conteúdo de N total, as amostras 

foram moídas novamente, desta vez com auxílio de um moinho de bola e posteriormente 

foram enviadas para o laboratório de Solos da Embrapa Agrobiologia onde foram realizadas 

as análises de enriquecimento do isótopo 
15

N em espectrômetro de massa modelo Delta Plus 

(Finnigan, U.K.). 

Para calcular a eficiência do uso do adubo nitrogenado, primeiramente calculou-se a 

quantidade de N-total oriunda do adubo em cada planta. Para tal, dividiu-se a % de atómos de 
15

Nexc em cada planta analisada por 0,5 (porcentagem de átomos de N
15

 em excesso no adubo 

aplicado) e, em seguida, essa fração foi multiplicada pelo valor de N-total de cada planta. 

Uma vez que para cada vaso adubado com a dose equivalente a 60 kg.ha
-1

, foram aplicados 

150 mg de N na forma de sulfato de amônio e para aqueles adubados com 120 kg.ha
-1

 foram 

aplicados 300 mg do N-fertilizante, para obter a eficiência do uso do adubo, dividiu-se a 

quantidade de N na planta oriunda do adubo pela quantidade de adubo nitrogenado aplicado 

naquele determinado vaso (150 ou 300 mg). O valor foi expresso em porcentagem. 

 

 Análises estatísticas 

 

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade (teste de Lilliefors) e 

homogeneidade de variância (teste de Cockran e Bartlet). Em seguida, foram feitas análises de 

variância e teste de Tuckey (5 ou  10%) para comparação das médias, utilizando-se o 

programa SAEG 8.0 (RIBEIRO JÚNIOR, 2001). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1 Definição da concentração de bactérias capaz de promover o crescimento 

vegetal para os experimentos de inoculação: 

 

Os resultados apresentados na Figura 43 indicam que a concentração de 10
6
 UFC.ml

-1
 

de G. diazotrophicus PAL5 foi a que melhor promoveu o crescimento das plântulas de arroz 

coletadas aos dez dias após a inoculação. As concentrações de 10
5
 e 10

7
 UFC.ml

-1
 não 

influenciaram no crescimento das plantas, uma vez que a média do peso das plântulas 

inoculadas não diferiram do controle. Já as plantas inoculadas com G. diazotrophicus PAL5 

nas concentrações 10
4
 e 10

8
 UFC.ml

-1
 tiveram seu crescimento prejudicado, provavelmente 

pela concentração de hormônios produzidos pelas bactérias. 

 

 

 

Figura 43: Pesos frescos das plântulas de arroz não inoculadas (controle) e inoculadas com diferentes 

concentrações de G. diazotrophicus. As médias foram obtidas de dez repetições de cada tratamento. As letras 

representam médias que diferem pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.  

 

Dobbelaere, et al. (1999) também verificaram que concentrações crescentes de células 

de Azospirillum brasilense Sp245 e Sp7 (10
6
 to 10

9
 UFC mL

-1
) tiverem efeito pronunciado no 

desenvolvimento e morfologia de raízes de trigo, resultando em um decréscimo no tamanho 

das raízes e na formação de pêlos radiculares. Provavelmente, este efeito se dá pela produção 

de fitormônios, em especial o AIA. Já é sabido que diversas bactérias isoladas da rizosfera são 

capazes de produzir AIA, indicando que a produção de auxina seja um fator importante na 

capacidade de promoção do crescimento pelas BPCVs (KHALID et al., 2003; PATTEN e 

GLICK, 1996). Evidências mais recentes propõem que o aumento radicular e o consequente 

acúmulo de nutrientes por plantas inoculadas com bactérias diazotróficas sejam devidos à 

produção de substâncias promotoras de crescimento pelas bactérias, como os fitormônios 

(DOBBELAERE e OKON, 2007). A contribuição da auxina para a promoção do crescimento 

vegetal se dá através do aumento do crescimento de raízes e da proliferação e alongamento de 
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pêlos radiculares, o que amplia a absorção de nutrientes pela planta (KEVIN, 2003). A 

habilidade de produzir fitohormônios como ácido indol-acético (AIA), ácidos giberélicos 

(GAs) e citocininas tem sido detectada na maioria das bactérias associadas a plantas, 

principalmente as diazotróficas (BACA e ELMERICH, 2007). No entanto, vale ressaltar que 

o aumento excessivo na produção de biomassa total de raiz pode não ser desejável, uma vez 

que as raízes são importantes orgãos consumidores de assimilados (BOOGAARD et al., 

1996). 

 Na Figura 44 pode-se observar um maior volume de pêlos radiculares na região 

seccionada da raiz da plântula de arroz inoculada com 10
6
 UFC.ml

-1
 de G. diazotrophicus 

PAL5. Essa morfologia diferenciada provavelmente foi a responsável pelo incremento de 

biomassa das plântulas inoculadas com tal concentração de células, possivelmente devido a 

maior assimilação de água e nutrientes. É possível que o efeito tenha sido possível devido à 

produção do AIA pelas bactérias que, após terem sido secretados no meio de cultivo, 

influenciaram no fenótipo das raízes. A importância do AIA produzido por Azospirillum 

brasilense Sp245 e Sp7 na promoção do crescimento de plantas foi investigada usando as 

estirpes selvagem e mutantes defectivos na  produção de AIA por Dobbelaere, et al. (1999). 

Esses autores realizaram experimentos comparando diversos parâmetros de plantulas de trigos 

inoculadas com as estirpes selvagem de A. brasilense e um mutante que produz apenas 10% 

de AIA. Eles demonstraram claramente o efeito deste fitormônio na promoção do crescimento 

de plantas, uma vez que as plantulas inoculadas com o mutante apresentaram redução no 

tamanho das raízes e no volume de pêlos radiculares quando comparadas com as inoculadas 

com a estirpe selvagem. Spaepen, et al. (2007) também obteve resultados similares ao 

inocular sementes de trigo com Azospirillum brasilense Sp245 e um mutante defectivo na 

produção de AIA. Portanto, com base nos resultados obtidos no presente estudo, foi definida a 

concentração de 10
6
 UFC.ml

-1
 de G. diazotrophicus para os experimentos de inoculação de 

curta e longa duração com plantas micropropagadas de cana-de-açúcar. 
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Figura 44: Microscopia óptica de raízes de plântulas de arroz (A) não inoculadas e inoculadas com G. diazotrophicus nas concentrações de (B) 104 UFC.ml-1, (C) 105 UFC.ml-

1, (D) 106 UFC.ml-1, (E)107 UFC.ml-1  e (F) 108 UFC.ml-1. (Fotos de Patrícia Galvão) 
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3.2 Experimento em condição de hidroponia (curta duração) 

 

A avaliação da promoção do crescimento das plântulas de cana-de-açúcar através da 

contabilização de número de raízes adventícias e laterais, bem como a pesagem do peso fresco 

mostrou um efeito da inoculação da estirpe selvagem na promoção de crescimento da parte 

área a partir de um dia após a inoculação (Tabela 9).  

 

 

Tabela 9: Médias dos números de raízes adventícias e laterais, comprimento da parte aérea e peso fresco das 

plântulas de cana-de-açúcar até dez dias após a inoculação com G. diazotrophicus. 

TRATAMENTO Raízes Adventícias Raízes laterais Peso Fresco Total 

 

-----(nº)----- -----(nº)----- -----(g)----- 

1 dia após a inoculação 

Controle não inoculado 4,2  NS 15,7 NS 0,237 b 

G. diazotrophicus PAL5 3,6 NS 16,4 NS 0,263 ab 

G. diazotrophicus lao
-
 3,5 NS 12,9 NS 0,270 a 

CV% 35,58 72,23 11,37 

3 dias após a inoculação 

Controle não inoculado 3,9 NS 32,9 ab 0,257 b 

G. diazotrophicus PAL5 5,5 NS 50,6 a 0,390 a 

G. diazotrophicus lao
-
 4,2 NS 30,6 b 0,270 b 

CV% 35,26 45,57 13,12 

7 dias após a inoculação 

Controle não inoculado 3,6 NS 54,4 NS 0,310 ab 

G. diazotrophicus PAL5 5,2 NS 65,6 NS 0,353 a 

G. diazotrophicus lao
-
 4 NS 37,8 NS 0,270 b 

CV% 36,64 52,65 18,83 

10 dias após a inoculação 

Controle não inoculado 3,9 NS 55,7 NS 0,283 b 

G. diazotrophicus PAL5 4,2 NS 78,1 NS 0,350 a 

G. diazotrophicus lao
-
 3,9 NS 44 NS 0,270 b 

CV% 40,08 62,96 17,03 

As letras representam médias que diferiram pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade. 

NS: Médias não significativas pelo teste de Tuckey a 10% de probabilidade. 

 

 

Para as plântulas coletadas a partir dos três DAI pôde-se observar que o peso fresco 

total das plântulas controles não diferiu estatisticamente daquelas inoculadas com o mutante 

(Figura 45). Contudo, os valores obtidos para essa variável em plântulas inoculadas com a 

estirpe selvagem foram superiores e diferiram estatisticamente daquelas plântulas não-

inoculadas.  
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Figura 45: Plântulas de cana-de-açúcar micropropagadas coletadas 3 DAI e que foram  inoculadas com a estirpe 
selvagem e mutante de G. diazotrophicus. (Foto: Patrícia Galvão) 

 

Como pode ser observado na Tabela 9, a inoculação com a estirpe PAL5 promoveu um 

aumento no numero de raízes laterais e adventícias, fato não observado nas plantas inoculadas 

com a estirpe mutante, que apresentaram valores similares e não diferiram estatisticamente do 

controle não inoculado.  

Vários experimentos de inoculação com Azopirillum spp, Gluconacetobacter spp e 

Enterobacter spp, além de outras bactérias diazotróficas, reportam o aumento da biomassa e 

do volume radicular, principalmente nas etapas iniciais de desenvolvimento (MUÑOZ-

ROJAS e CABALLERO-MELLADO, 2003). Nos primeiros estudos com associações entre 

Poaceas e bactérias diazotróficas, acreditava-se que os benefícios obtidos eram 

fundamentalmente derivados da fixação biológica de nitrogênio (DOBBELAERE et al., 

2001), entretanto, estudos posteriores demonstraram que os efeitos positivos proporcionados 

por estes microrganismos também eram oriundos de alterações morfológicas e fisiológicas, 

principalmente, nas raízes das plantas inoculadas (OKON e VANDERLEYDEN, 1997). A 

promoção do crescimento das raízes, especialmente o aumento da densidade de pêlos 

radiculares nas zonas fisiologicamente ativas, poderia conduzir a uma melhor exploração do 

solo, aumentando a absorção de nutrientes e água e, consequentemente, melhorando o 

crescimento e desenvolvimento das plantas (SUMAN et al., 2005; DOBBELAERE e OKON, 

2007). Conforme já discutindo anteriormente, evidências recentes sugerem que o aumento 

radicular e o consequente acúmulo de nutrientes por plantas inoculadas com bactérias 

diazotróficas sejam devidos à produção de substâncias promotoras de crescimento pelas 

bactérias, como os fitormônios (DOBBELAERE e OKON, 2007). A habilidade de produzir 

fitohormônios como AIA, GAs e citocininas tem sido detectada na maioria das bactérias que 

se associam às plantas, principalmente as diazotróficas (BACA e ELMERICH, 2007).  

Através da inoculação com um mutante nif
-
, Sevilla et al, (2001) sugeriram uma 

possível influência de fitormônios na promoção do crescimento de plantas de cana-de-açúcar. 

O presente estudo complementa as observações feitas por esses autores e mostra o efeito de 

promoção de crescimento por bactérias uma vez que demonstra o crescimento das plântulas 

de cana-de-açúcar micropropagadas promovido pela estirpe selvagem PAL5 quando 

comparadas com as plântulas inoculadas com o mutante defectivo na produção de AIA após 

dez dias de cultivo. Este dado é mais uma evidência de que os fitormônios, em especial as 

auxinas, são muito importantes na promoção do crescimento das plantas, principalmente nos 

primeiros estádios de desenvolvimento das mesmas.  
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3.3 Experimento em vasos (longa duração) 

 

 Contagem de microrganismos diazotróficos 

 

A contagem realizada 7 DAI mostrou que o número de células por grama de massa 

fresca variou entre as amostras, algumas abaixo do nível mínimo detectado pela técnica de 

NPM, enquanto outras variaram de 0,45 a 9,8 x 10
8
 UFC.ml

-1
 (Tabela 10 e Figura 46).  

 

Tabela 10: Número de células (x 108) por grama de peso fresco de bactérias diazotróficas associadas a plantas de 
cana-de-açúcar variedade SP70-1143 micropropagadas e inoculadas com a estirpe selvagem e mutantes de G. 

diazotrophicus. 

Tratamentos 

Número de células (x 10
8
) (UFC.g

-1
) 

meio LGI-P semi-sólido meio LGI-P sólido 

7 DAI 30 DAI 120 DAI 7 DAI 30 DAI 120 DAI 

Controle não inoculado AND AND AND AND AND AND 

G. diazotrophicus PAL5 1,1 AND AND NA NA NA 

G. diazotrophicus nif
-
 AND AND AND 9,8 AND AND 

G. diazotrophicus lao
-
 0,45 AND AND NA NA NA 

Análise realizada em uma amostra composta oriunda de 3 repetições. Valores expressos em números de células 
bacterianas por grama de massa fresca. 

AND: abaixo do nível detectável pela técnica de NMP. 

NA: não avaliado. 

 

 

 
Figura 46: (A) Formação de película característica de G. diazotrophicus PAL5 e lao- em meio LGI-P semi-
sólido a partir de plantas coletadas 7 DAI (B) Formação de colônias características de G. diazotrophicus nif-, em 

meio LGI-P sólido a partir de plantas coletadas 7 DAI. (Fotos: Patrícia Galvão) 

 

Já para as coletas realizadas aos 30 e 120 DAI não foi possível observar a presença de 

película nos meios semi-sólidos ou de colônias nos meios sólidos, sugerindo que a população 

de bactérias nos tecidos foram inferiores àquelas detectáveis pelos métodos. É possível que o 

tempo de exposição das raízes à cloramina-T (3 minutos) durante o processo de desinfestação 

superficial tenha sido muito elevado, eliminando, inclusive as bactérias endofíticas 
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inoculadas. Além disso, o período de adaptação durante a fase de plantágil possivelmente 

submeteu às bactérias a uma condição de estresse que pode ter reduzido a sua população. Isso 

explicaria a não-detecção dos microorganismos nos meios de cultivo semi-sólidos. Técnicas 

mais robustas, como a PCR em tempo real, poderiam ter sido usadas para detectar a presença 

das bactérias no interior dos tecidos das plantas. 

 

 Acumulo de Biomassa seca e de nitrogênio 

 

Foi possível observar uma diferença visual nas raízes das plantas de cana-de-açúcar 

inoculadas com a estirpe selvagem PAL5 de G. diazotrophicus e as mutantes nif
-
 e lao

-
, 

coletadas 120 dias após a inoculação (Figura 47). As raízes das plantas inoculadas com PAL5 

apresentaram–se mais volumosas, aparentando possuírem um número mais elevado de raízes 

secundárias e pêlos radiculares para as duas doses de adubo aplicado (Figura 47). As plantas 

coletadas 120 DAI com o mutante lao
-
 apresentaram raízes mais grossas, com um número 

muito reduzido de ramificações ou pêlos radiculares comparadas com as plantas inoculadas 

com a estirpe selvagem. Esse fenótipo refletiu no acúmulo de biomassa dessas raízes que, 

apesar de mais pesadas em relação aos outros tratamentos, embora essa diferença não tenha 

sido significativa, visualmente não apresentaram o mesmo volume e a mesma área superficial 

(Tabela 11). Como pode ser observado na Figura 47, por serem bem mais finas, as raízes das 

plantas inoculadas com PAL5 apresentaram menor biomassa seca para as duas doses de 

nitrogênio aplicado, apesar de um volume muito mais amplo de raízes e área de superfície 

muito mais elevada. 

 

 
Figura 47: Foto das raízes das plantas não-inoculadas e inoculadas com G. diazotrophicus PAL5, nif- e lao- 

adubados com 60 kg N.ha-1 ou 120 kg N.ha-1 (Foto: Patrícia Galvão). 
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Tabela 11: Análise das plantas de cana-de-açúcar micropropagadas inoculadas e adubadas com 60 e 120 kg.ha-1 
de N coletadas 120 DAI. 

Tratamento 
Dose Peso seco Teor de N N total 

-----(Kg.ha-1)----- -----(g)----- -----(%)----- -----(mg.planta-1)--- 

RAIZ 

Controle não inoculado 

60 

32,17 ab* 0,2343 NS 73,4 ab* 

G. diazotrophicus PAL5 28,00 b* 0,2002 NS 56,1 ab* 

G. diazotrophicus nif
-
 27,17 b* 0,1727 NS 47,3 b* 

G. diazotrophicus lao
-
 38,50 a* 0,2430 NS 92,7 a* 

CV% 14,16 34,05  33,66 

Controle não inoculado 

120 

33,67 ab** 0,3657 NS 121,2 NS 

G. diazotrophicus PAL5 26,67 b** 0,3631 NS 101,4 NS 

G. diazotrophicus nif
-
 38,67 a** 0,3813 NS 162,2 NS 

G. diazotrophicus lao
-
 33,50 ab** 0,4097 NS 136,4 NS 

CV% 22,28 29,69 29,25 

COLMO 

Controle não inoculado 

60 

30,67 NS 0,2675 NS 80,6 NS 

G. diazotrophicus PAL5 28,17 NS 0,2983 NS 84,5 NS 

G. diazotrophicus nif
-
 28,17 NS 0,2327 NS 66,0 NS 

G. diazotrophicus lao
-
 31,67 NS 0,3590 NS 126,4 NS 

CV% 
 

25.16 66.22 54.61 

Controle não inoculado 

120 

19,50 NS 0,3777 NS 73,8 NS 

G. diazotrophicus PAL5 19,67 NS 0,3378 NS 70,1 NS 

G. diazotrophicus nif
-
 17,83 NS 0,3386 NS 65,6 NS 

G. diazotrophicus lao
-
 19,83 NS 0,3770 NS 80,5 NS 

CV% 25,03 27,20 42,10 

FOLHA 

Controle não inoculado 

60 

19,00 NS 0,7247 NS 121,1 NS 

G. diazotrophicus PAL5 20,67 NS 0,5203 NS 100,8 NS 

G. diazotrophicus nif
-
 19,50 NS 0,6575 NS 121,6 NS 

G. diazotrophicus lao
-
 19,17 NS 0,6447 NS 116,9 NS 

CV% 8,66 53,21 57,68 

Controle não inoculado 

120 

34,00 ab** 0,3900 NS 132,5 NS 

G. diazotrophicus PAL5 38,17 a** 0,3390 NS 130,4 NS 

G. diazotrophicus nif
-
 36,00 ab** 0,3638 NS 130,4 NS 

G. diazotrophicus lao
-
 33,50 b** 0,3534 NS 129,5 NS 

CV% 8,57 27,82 37,60 

As letras representam médias que diferiram pelo teste de Tuckey a *5% ou **10% de probabilidade. 

NS: As médias não diferiram pelo teste de Tuckey a 10% de probabilidade. 

 

Apesar das raízes das plantas inoculadas com a estirpe selvagem PAL5 terem 

apresentado menor biomassa quando comparadas com as raízes de plantas dos outros 

tratamentos, o mesmo não foi observado em relação à parte aérea. Como apresentado na 

Tabela 11, não houve diferença estatística entre os tratamentos, porém é possível observar que 
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as médias obtidas para a biomassa seca da parte aérea das plantas inoculadas com PAL5 

foram superiores aquelas inoculadas com as estirpes mutantes (Figura 48 e Figura 49).  

Possivelmente, a baixa dose de fitormônio auxina produzida pela estirpe mutante lao
-
 

pode ter influenciado o fenótipo observado: raízes grossas e com pouca área superficial. 

Consequentemente, essas plantas podem ter absorvido menos água e nutrientes tais como 

potássio, fósforo, etc do que as plantas inoculadas com a estirpe selvagem PAL5, que 

apresentaram raízes mais ramificadas e com maior área superficial, refletindo assim no 

acúmulo de matéria seca na parte aérea dessas plantas (Figura 47,Figura 48 e Figura 49). 
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Figura 48: Biomassa seca das plantas de cana-de-açúcar controle e inoculadas com diferentes 

estirpes de G. diazotrophicus coletadas 120 dias após inoculação e adubadas com 60 ou 120 

kg.ha
-1

 de sulfato de amônia marcado com 0,5% de N
15

 em excesso. As letras representam 

médias que diferiram pelo teste de Tuckey a *5% ou **10% de probabilidade 
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Figura 49: Foto das plantas de cana-de-açúcar 120 dias após a inoculação com G. diazotroficos PAL5 e mutantes 
nif- e lao- adubadas com 60 ou 120 kg N.ha-1 cultivadas em um mesmo bloco experimental (Foto: Patrícia 

Gavão). 

 

Já as plantas inoculadas e crescidas com a menor dose de N (60 kg.ha
-1

) apresentaram 

uma resposta mais visível à inoculação: as plantas inoculadas com os mutantes apresentaram 

acúmulo de massa seca na parte aérea inferior às plantas inoculadas com a estirpe selvagem, 

evidenciando a importância da produção de fitormônios por G. diazotrophicus para a 

promoção de crescimento da cultura da cana-de-açúcar. 

Apesar dos tratamentos não diferirem estatisticamente entre si, a quantidade de N 

oriunda do adubo nitrogenado presente nas plantas inoculadas com PAL5 foi inferior à 

encontrada nas plantas inoculadas com nif
- 
(Tabela 12). Entretanto, o mesmo foi superior ao 

tratamento inoculado com a estirpe lao
-
 provavelmente devido ao fato de apresentarem menor 

volume e área radicular. Já as plantas não inoculadas apresentaram a menor eficiência de uso 

do N aplicado. Por outro lado, não há evidências de contribuição da FBN pela estirpe 

selvagem e nem pelo mutante lao
-
 já que não diferiram do mutante nif-. É possível que o 

tempo de cultivo e o espaço físico dos vasos onde o experimento foi conduzido tenham sido 

limitantes para o desenvolvimento das plantas e, portanto o processo de FBN foi prejudicado 

assim como a absorção pelas raízes do sulfato de amônio marcado com N
15

 . 
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Tabela 12: Eficiência do uso do adubo nitrogenado das plantas inoculadas com diferentes estirpes de PAL5 
(selvagem e mutantes) e adubadas com 120 kg.ha-1 de sulfato de amônio marcado com 5% de N15 em excesso. 

Tratamento 
Eficiência do uso do adubo nitrogenado 

-----(%)----- 

Controle não inoculado 83,53 

G. diazotrophicus PAL5 89,34 

G. diazotrophicus nif
-
 92,69 

G. diazotrophicus lao
-
 86,24 

CV% 27,11 

Médias nãosignificativas pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade. 

 

Este experimento realizado em casa de vegetação de biossegurança envolvendo plantas 

micropropagadas de cana-de-açúcar da variedade SP70-1143 inoculadas com diferentes 

estirpes de G. diazotrophicus PAL5 e adubadas com duas doses de sulfato de amônio  

evidencia a capacidade de promoção do crescimento por essa estirpe bacteriana. Os resultados 

fornecem indícios sobre a influência da auxina produzida por PAL5 no fenótipo das raízes de 

cana-de-açúcar. A inoculação com o mutante lao
-
, defectivo na produção de AIA, foi 

importante para a comparação entre os fenótipos radiculares obtidos. 

Sevilla e colaboradores (2001) sugeriram a influência de fitormônios na promoção do 

crescimento de plantas de cana-de-açúcar micropropagadas cultivadas na presença de N por 

60 dias inoculadas com um mutante nif
-
 de G. diazotrophicus e comparadas com a estirpe 

selvagem PAL5. Já em condições deficientes de N, as plantas de cana-de-açúcar inoculadas 

com a PAL5 cresceram melhor e tiveram superior conteúdo de N que as plantas inoculadas 

com a MAd3A ou não inoculadas, indicando que a FBN é um mecanismo significativo na 

promoção do crescimento nesta interação. Os resultados obtidos no presente estudo 

completam os dados de Sevilla et al (2001), e sugerem que os fitormônios, em especial as 

auxinas, são importantes na promoção do crescimento das plantas, principalmente nos 

primeiros estádios de desenvolvimento das mesmas. Oliveira et al., (2002) observou que 

plantas cultivadas em vasos e coletadas 45 dias após a inoculação com G. diazotrophicus Pal5 

apresentaram um aumento na biomassa seca de raízes quando comparada com as plantas 

controles. De maneira geral, a maioria dos estudos de inoculação de culturas agrícolas com 

bactérias diazotróficas e promotoras de crescimento vegetal mostram que esta prática é de 

grande relevância tanto do ponto de vista econômico como ambiental. Entretanto, a 

inconsistência em trabalhos de inoculação com bactérias diazotróficas é bastante conhecida e 

modificações no ambiente, solo ou substrato e genótipo são considerados como responsáveis 

por esta variação de respostas à inoculação entre diferentes experimentos (DOBBELAERE et 

al., 2001). Seria interessante realizar novos experimentos de inoculação com os mutantes 

AIA
-
 e nif

-
, entretanto, com período de duração mais longo e com maior volume de substrato, 

para que esses fatores não limitem a absorção dos nutrientes e o crescimento das raízes e, 

consequentemente, o processo de FBN e a capacidade de promoção de crescimento das 

estirpes não sejam substimados. Associado a isso, investir no uso de técnicas moleculares 

como a PCR em tempo real, o DGGE e a hibridização in situ que permitam a detecção das 

bactérias inoculadas ao longo do desenvolvimento das plantas. 
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4 CONCLUSÕES 

 

A inoculação da estirpe selvagem Pal5 promoveu o crescimento da parte área e 

aumentou a biomassa fresca de plantas de cana-de-açúcar micropropagadas cultivadas em 

condições de hidroponia. 

 

As plantas inoculadas com Pal5 apresentaram raízes mais volumosas, aparentando um 

número mais elevado de raízes secundárias e pêlos radiculares quando crescidas em vasos e 

comparadas com as plantas inoculadas com o mutante lao
-
.  

 

A biomassa seca da parte aérea das plantas inoculadas com Pal5 foi superior àquelas 

inoculadas com as estirpes mutantes lao
-
 e nif

- 
para

 
as duas doses de adubo nitrogenado. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos na Embrapa Agrobiologia sugerem que, de modo similar a outras 

bactérias, a produção de AIA em G. diazotrophicus é bastante complexa e pode envolver 

diferentes proteínas cuja função ainda não foi caracterizada, podendo estar relacionadas à 

biossíntese propriamente dita de AIA ou mesmo ao transporte deste hormônio. Logo, o 

mutante defectivo na produção de AIA utilizado neste trabalho (lao
-
) é uma estirpe promissora 

para o estudo de promoção de crescimento por esta bactéria. Estudos de gênomica funcional e 

de inoculação em plantas de cana-de-açúcar utilizando este mutante devem ajudar na 

elucidação de como o AIA é sintetizado por G. diazotrophicus, a importância da auxina na 

promoção de crescimento da cana-de-açúcar e na interação planta-microorganismo. Pelo 

nosso conhecimento, não existem estudos publicados envolvendo a genômica funcional de 

mutantes de PAL5 defectivos na produção de compostos indólicos. Portanto, a avaliação da 

expressão de algumas das proteínas observadas neste trabalho, cuja expressão foi diferencial 

na estirpe mutante lao
-
 através de estudos de PCR em tempo real possivelmente ajudará a 

entender alteração na expressão dessas proteínas também a nível transcricional, ou, ainda, se 

essas proteínas sofrem alguma regulação pós-traducional e, por isso, tiveram seus níveis de 

expressão modificados nos gés 2DE-PAGE conforme observado no presente trabalho. Esses 

estudos também deverão ajudar a entender se a mutação na enzima Lao influencia outras vias 

metabólicas da bactéria, a ponto de interferir na expressão de determinadas proteínas a nível 

transcricional.  

A observação que a produção de AIA por G. diazotrophicus PAL5 foi dependente da 

adição do triptofano ao meio de cultura sugere que este aminoácido é o precursor do AIA 

nesta bactéria. Assim sendo, a realização de estudos cultivando PAL5 em diferentes 

concentrações deste aminoácido poderiam auxiliar no entendimento da sua real importância 

na biossíntese deste fitormônio nesta bactéria. O estudo do perfil de proteínas de G. 

diazotrophicus PAL5 envolvendo a suplementação do meio de cultivo com o triptofano é um 

trabalho pioneiro com esta bactéria. Estudos de qPCR da expressão dos genes do operon trp 

sob diferentes concentrações de triptofano adicionadas ao meio de cultivo poderá auxiliar a 

esclarecer como se dá o processo de regulação destes genes em PAL5 quando ocorre a 

disponibilidade do triptofano em diferentes concentrações. Em adição, essas análises 

ajudariam a entender como esse processo se dá durante a interação com plantas de cana-de-

açúcar, onde o triptofano é exsudado pelas raízes e certamente contribui para o controle da 

biossíntes de AIA que irá participar no processo inicial de interação com a planta e na 

promoção do crescimento radicular das mesmas.  

Além disso, os resultados obtidos neste trabalho após a inoculação da estirpe mutante 

lao
-
 em plantas de cana-de-açúcar forneceram indícios sobre a influência da auxina produzida 

por PAL5 no fenótipo das raízes de cana-de-açúcar seja in vitro ou em condições de casa-de-

vegetação. Esse mutante defectivo na produção de AIA mostra-se como uma ferramenta em 

potencial para novos estudos de inoculação de plantas de cana-de-açúcar. Outros 

experimentos, com período de duração mais longos e vasos contendo maior volume de 

substrato, envolvendo a inoculação de plantas de cana com os mutantes AIA
-
 e nif

-
, poderiam 

ajudar a comparar e mensurar os efeitos advindos do processo de fixação biológica de 

nitrogênio,  produção de AIA  e outros mecanismos que possivelmente estejam ocorrendo 

durante o crescimento das plantas.   
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7 ANEXOS 

 

 

Anexo 1: Expressão diferencial das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus PAL5 cultivada em 

meio LGI-P sem adição de triptofano) e no tratamento (G. diazotrophicus PAL5 cultivada em meio LGI-P 

acrescido de 100 ug.ml-1 de triptofano). (p<0,05) 

 

nºdo spot 
volume em PST volume em PCT 

------intensidade------ 

9 0,75 0,49 

17 342,56 188,76 

69 0,80 0,39 

70 0,72 0,32 

73 0,96 206,10 

84 126,73 0,69 

127 153,00 0,84 

134 212,40 0,99 

136 164,34 0,72 

143 217,24 0,83 

145 169,04 0,65 

146 1,00 253,02 

149 0,77 0,39 

152 166,23 0,62 

154 197,67 0,46 
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Anexo 2: Expressão diferencial das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus PAL5 cultivada em meio LGI-P sem adição de triptofano) e no tratamento (G. 

diazotrophicus PAL5 cultivada em meio LGI-P acrescido de 100 ug.ml-1 de triptofano). (p<0,05). 
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Anexo 3: Expressão diferencial das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus lao- cultivada em meio 

LGI-P sem adição de triptofano) e no tratamento (G. diazotrophicus lao- cultivada em meio LGI-P acrescido de 

100 ug.ml-1 de triptofano). (p<0,05) 

 

nºdo spot 
volume em LST volume em LCT 

------intensidade------ 

67 189,42 0,44 

70 0,63 299,90 

71 0,75 123,94 

76 113,95 0,80 

78 0,57 158,48 

82 0,67 145,39 

95 0,50 0,12 

100 127,08 0,26 

111 0,25 155,98 

132 110,30 0,56 

135 0,81 164,96 

161 0,75 159,10 

174 128,94 0,35 

197 0,59 124,95 
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Anexo 4: Expressão diferencial das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus lao- cultivada em meio LGI-P sem adição de triptofano) e no tratamento (G. 

diazotrophicus lao- cultivada em meio LGI-P acrescido de 100 ug.ml-1 de triptofano). (p<0,05)  
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Anexo 5: Expressão diferencial das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus PAL5) e no 

tratamento (G. diazotrophicus lao-). (p<0,05) 

 

nºdo spot 
volume em PST volume em LST 

------intensidade------ 

0 0,65 113 

3 139 0,11 

13 0,79 0,46 

35 0,32 300 

38 0,16 0,74 

41 0,14 156 

62 0,61 0,70 

71 0,65 156 

73 0,54 135 

77 0,56 154 

89 126 0,50 

90 298 0,54 

93 127 0,64 

120 0,87 189 

122 0,79 165 

134 127 0,67 

148 400 0,77 
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Anexo 6: Expressão diferencial das proteínas identificadas no controle (G. diazotrophicus PAL5) e no tratamento (G. diazotrophicus lao-). (p<0,05) 
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Anexo 7: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 9 

do tratamento PST (proteína identificada como superoxido dismutase)  

 

 

 

Anexo 8: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 
69 do tratamento PST (proteína identificada como catalase)  
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Anexo 9: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 
84 do tratamento PST (proteína identificada chaperonina GroEL) 

 

 

Anexo 10: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 

82 do tratamento PST (proteína identificada como fosfoenolpituvato hidratase) 
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Anexo 11: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 
84 do tratamento PCT (proteína identificada como protease de serina) 

 

 

Anexo 12: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 

134 do tratamento PCT (proteína identificada como subunidade Beta da ATP sintase) 
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Anexo 13: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 
70 do tratamento LST (proteína identificada como 6-phosphogluconato desidrogenase). 

 

 

Anexo 14: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 

71 do tratamento LST (proteína identificada como alcanal monooxigenase). 
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Anexo 15: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 
100 do tratamento LST (proteína identificada como proteína periplasmática de ligação a D-xilose). 

 

 
 

Anexo 16: Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF para o spot 

174 do tratamento LST (proteína identificada como pirofosfatase inorgânica). 

 

 


