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E agora, José? 

A festa acabou, 
a luz apagou, 
o povo sumiu, 
a noite esfriou, 
e agora, José ? 
e agora, você ? 

você que é sem nome, 
que zomba dos outros, 
você que faz versos, 
que ama protesta, 

e agora, José ? 
  

Está sem mulher, 
está sem discurso, 
está sem carinho, 
já não pode beber, 
já não pode fumar, 
cuspir já não pode, 

a noite esfriou, 
o dia não veio, 

o bonde não veio, 
o riso não veio, 

não veio a utopia 
e tudo acabou 
e tudo fugiu 

e tudo mofou, 
e agora, José ? 

  
E agora, José ? 

Sua doce palavra, 
seu instante de febre, 

sua gula e jejum, 
sua biblioteca, 

sua lavra de ouro, 
seu terno de vidro, 
sua incoerência, 

seu ódio - e agora ? 

Com a chave na mão 
quer abrir a porta, 
não existe porta; 

quer morrer no mar, 
mas o mar secou; 

quer ir para Minas, 
Minas não há mais. 

José, e agora ? 
  

Se você gritasse, 
se você gemesse, 
se você tocasse 

a valsa vienense, 
se você dormisse 
 se você cansasse, 

se você morresse… 
Mas você não morre, 
você é duro, José ! 

  
Sozinho no escuro 

qual bicho-do-mato, 
sem teogonia, 

sem parede nua 
para se encostar, 
sem cavalo preto 
que fuja a galope, 

você marcha, José ! 
 

José, pra onde ? 
 

 

Carlos Drummond de Andrade 
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RESUMO 
 
DRECHSEL, Marcela Motta. Antibiose de Gluconacetobacter diazotrophicus contra 
bactérias diazotróficas e fitopatogênica de cana-de-açúcar e caracterização molecular de 
genes envolvidos na síntese de substâncias antagônicas. 2011. Tese (Doutorado em 
Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural 
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011. 
 
A utilização de microrganismos endofíticos em inoculantes de cana-de-açúcar, pode, além de 
ajudar a diminuir a necessidade de aplicação de fertilizantes químicos nitrogenados, atuar no 
controle biológico de fitopatógenos na cultura. Além disso, torna-se necessário o estudo de 
antagonismo entre as estirpes que compõem o inoculante para elucidar suas interações no 
inoculante a fim de contribuir com todo o potencial biotecnológico. A partir disso, o 
antagonismo in vitro da estirpe PAL5T de G. diazotrophicus foi avaliada contra as bactérias 
que compõem o inoculante de cana-de-açúcar desenvolvido pela Embrapa (Azospirillum 
amazonense, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans e Burkholderia 
tropica), como também contra a bactéria Xanthomonas albilineans, agente etiológico da 
escaldadura das folhas. A metodologia empregada foi a de antibiose por dupla camada, em 
que a estirpe PAL5T foi inoculada em pontos equidistantes seguido da adição de uma 
sobrecamada contendo meio fundente e a cultura líquida da bactéria a ser inibida. Agentes 
indutores da síntese de substâncias antagônicas como radiação UV e H2O2 foram aplicados 
nas culturas líquidas de PAL5T antes de serem incubadas em placas. Os resultados mostraram 
a necessidade de indução da síntese de bacteriocina por um agente externo como irradiação 
ultravioleta ou peróxido de hidrogênio, tanto para a inibição de X. albilineans quanto para H. 
rubrisubalbicans. As demais bactérias que compõem o inoculante não foram inibidas pela 
estirpe PAL5T nem quando foram submetidas à radiação UV ou ao H2O2. Num segundo 
estudo, objetivou-se identificar possíveis genes relacionados à produção de compostos 
antimicrobianos no genoma da estirpe PAL5T de G. diazotrophicus. Dois mutantes sítio-
dirigidos defectivos na síntese e no transporte de bacteriocina foram construídos a partir da 
incorporação de um elemento de transposição nas ORFs GDI_0415 e GDI_3499, 
respectivamente. A ORF GDI_0415 foi anotada como uma bacteriocina denominada Linocina 
M18 enquanto  a GDI_3499 foi anotada como um transportador ABC. A avaliação do 
antagonismo da estirpe selvagem e dos mutantes foi realizada pela metodologia de antibiose 
por dupla camada, como descrita anteriormente. O mutante defectivo para o transporte de 
bacteriocina apresentou resultados idênticos aos da estirpe selvagem. O mutante para a síntese 
de bacteriocina não apresentou atividade antagônica contra o fitopatógeno, mesmo no 
tratamento com exposição à UV.  Os resultados sugerem que essa bacteriocina (Linocina 
M18) é a responsável pelo antagonismo de X. albilineans.  
 
Palavras-chave: inoculante, antagonismo, controle biológico. 
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ABSTRACT 

 
DRECHSEL, Marcela Motta. Antibiosis of Gluconacetobacter diazotrophicus against 
diazotrophic and phytopathogenic bacteria of sugarcane and molecular characterization 
of genes involved in the synthesis of antagonistic substances, 2011. Thesis (Doctor of 
Science in Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade 
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011. 
 
The use of endophytic diazotrophic microorganisms in a sugar cane inoculant may help to 
decrease the need for nitrogen fertilizer application and in addition may act as biological 
control agent against pathogens in the crop. Moreover, the antagonism study among these 
strains may help to elucidate their interactions during the inoculant uses as well as to explore 
the biotechnological potential. For this, an in vitro antagonism study involving the PAL5T 
strain was carried out against the bacteria from the sugarcane inoculant developed by 
Embrapa (Azospirillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum 
rubrisubalbicans and Burkholderia tropica). In addition, this strain  was also tested against 
Xanthomonas albilineans, causal agent of leaf scald. A double- agar layer method was used 
with PAL5T strain inoculated at equidistant points of the plates and an overlayer containing 
liquid culture medium of the bacterium to be inhibited was added. Agents that can induce 
antagonism, like UV radiation and H2O2 were used as inductors in PAL5T liquid cultures. The 
induction of bacteriocin synthesis by an external agent such as ultraviolet irradiation or 
hydrogen peroxide was required to inhibit X. albilineans and H. rubrisubalbicans. The other 
bacteria were not inhibited by PAL5T grown in the same conditions. In addition, it was 
studied the role played by the genes possible involved in the production of antimicrobial 
compounds by the PAL5T strain. Two site-directed mutants defective in synthesis and 
transport of bacteriocin were constructed with the incorporation of the Tn5 in GDI_0415 and 
GDI_3499 ORFs, respectively. The ORF GDI_0415 was anoted as a bacteriocin named 
Linocina M18 while GDI_3499 was anoted as an ABC transporter. The antagonism of the 
wild-strain and mutants was analyzed by double- agar layer method as previously described. 
The mutant defective for bacteriocin transport produced the same phenotype as the wild-type 
strain. The bacteriocin mutant did not show antagonistic activity against the phytopathogen 
even after UV exposition, suggesting that the bacteriocin (Linocina M18) is responsible for 
the antagonism against X. albilineans. 
 
Keywords: inoculant, antagonism, biological control. 
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INTRODUÇÃO 
 

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar com mais de 8.442,8 mil hectares de 
área plantada e produção anual de 641.982 mil toneladas (CONAB, 2011). Sua importância é 
devida a sua utilização na fabricação de aguardente, açúcar e álcool e à geração de energia.  

Dentre os fatores que afetam negativamente a produtividade da cana-de-açúcar, um dos mais 
prejudiciais é a ocorrência de pragas e doenças. Destas, as de causa bacteriana de maior relevância 
nas regiões canavieiras do mundo são: o raquitismo-da-soqueira (RSD), causado pela bactéria 
Leifsonia xylisubsp. xyli é a escaldadura das folhas, cujo agente etiológico é Xanthomonas 
albilineans (RICAUD et al., 1989). As duas doenças se caracterizam pela difícil diagnose e 
controle, já que não existem medidas fitossanitárias eficazes no seu controle efetivo (ROSS, 2004). 

O controle biológico ou biocontrole pode ser feito alterando as condições ambientais que 
possibilitam o aparecimento da doença, ou utilizando microrganismos com propriedades 
antagônicas aos patógenos (RICAUD et al., 1989). Microrganismos endofíticos no controle 
biológico de doenças fúngicas e bacterianas têm sido consistentemente utilizados como alternativa, 
porque esses microrganismos habitam um nicho ecológico semelhante ao ocupado por 
fitopatógenos, podendo-se assim controlá-los por competição por espaço e nutrientes na planta 
hospedeira; por produção de compostos antimicrobianos (substâncias antagônicas) e por indução de 
resistência sistêmica (BLANCO et al., 2005). 
 Segundo Misaghi e Donndelinger (1990), bactérias endofíticas possuem uma íntima relação 
com seus hospedeiros por meio de processos coevolutivos e podem ter influência na fisiologia das 
plantas por mecanismos ainda não completamente elucidados. Comprovadamente, bactérias 
endofíticas podem conferir ao seu hospedeiro características como maior resistência a condições de 
estresse e doenças, alterações nas condições fisiológicas, suprimento de nutrientes, produção de 
reguladores de crescimento vegetal, além de fixar nitrogênio para as plantas (MISAGHI, 
DONNDELINGER, 1990; BASTIÁN et al., 1988; BALDANI, BALDANI, 2005). Com o advento 
da biologia molecular, esses microrganismos também podem ser modificados geneticamente e 
introduzidos no hospedeiro, conferindo-lhe características desejáveis (SALES et al., 2000).  
 Nas últimas décadas, inúmeros isolados de bactérias endofíticas (principalmente as espécies 
do gênero Herbaspirillum e Gluconacetobacter diazotrophicus) associadas à cana-de-açúcar, todas 
fixadoras de nitrogênio, têm sido testados quanto ao seu potencial de contribuição na nutrição 
nitrogenada em ensaios experimentais (SARAVANAN et al., 2007). Entretanto, apesar da 
potencialidade da cultura na geração de divisas para o país e da clara demanda por tecnologias 
alternativas de produção na agricultura mundial, que ampliariam a importância das pesquisas sobre 
a população de microrganismos que a colonizam, poucos estudos foram realizados para a avaliação 
dos possíveis efeitos da utilização desses microrganismos endofíticos no controle biológico de suas 
principais doenças (CARNEIRO JR, 2006; da SILVA, 2009).  
 A compreensão do papel da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus e de sua associação 
com a cana-de-açúcar, assim como a identificação de genes associados à síntese de bacteriocinas, 
pode servir como ferramenta para otimizar o seu potencial agrícola para a possível produção de 
inoculantes capazes não só de reduzir a aplicação de fertilizantes nitrogenados como também ser 
um agente de controle biológico dessa cultura. O uso de banco de dados gerados pelo projeto 
genoma de cana-de-açúcar e de G. diazotrophicus permitirá a produção do inoculante tendo como 
diferencial a aplicação do conhecimento disponível sobre as vias metabólicas para a produção de 
fitohormônios, os mecanismos de regulação da expressão da FBN e sinais moleculares envolvidos 
no processo do controle dos patógenos já mencionados.  
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REVISÃO DE LITERATURA 
 

1. A cultura da cana-de-açúcar 
 

A cana-de-açúcar (Figura 1) foi descrita por Linneu (1753), no livro Specie Plantarum, 
como Saccharum officinarum e Saccharum spicatum, e, posteriormente, sofreu inúmeras alterações 
(CESNIK e MIOCQUE, 2004). Pertence à família Poaceae, tribo Andropogoneae e gênero 
Saccharum. O gênero possui várias espécies, porém sua classificação mais aceita contempla as 
Saccharum officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S. barberi e S. edule (BARBOSA, 
2000). 

 

 
 
Figura 1: Cana-de-açúcar (Embrapa Monitoramento por Satélite, 2011). 

 
De todas as culturas ligadas à produção de açúcar, a cana-de-açúcar é a maior mundialmente 

(Figura 2 e Tabela 1), contribuindo com cerca de 60% a 70% de todo o açúcar produzido 
(INGELBRECHT et al., 1999) e com uma das maiores produções de biomassa entre as espécies 
cultivadas (MA et al., 2000).  
 

Tabela 1: Produção de biomassa em toneladas das principais culturas tropicais 
Cultura Nome Científico Produção (ton.) 

Cana-de-açúcar Saccharum sp. 1.682.577.768 
Milho Zea mays 817.110.509 
Batata Solanum tuberosum 329.556.911 

Mandioca Manihot esculenta 240.989.481 
Tomate Manihot esculenta 141.400.629 

Batata-doce Ipomoea batatas 107.642.391 
Melancia Citrullus lanatus 100.687.056 
Banana Musa paradisiaca 95.595.965 

Algodão (semente) Gossypium hirsutum 64.002.158 
Sorgo Sorghum bicolor 62.098.620 

Inhame Dioscorea sp. 54.098.112 
Pepino Cucumis sativus 39.320.705 

Amendoim Arachis hypogaea 35.520.257 
Berinjela Solanum melongena 35.326.379 
Manga Mangifera indica 35.035.641 
Milheto Pennisetum glaucum 32.034.572 
Feijão Phaseolus vulgaris 19.723.330 

Abacaxi Ananas comosus 18.448.674 
Fonte (FAO, 2010) 
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Figura 2: Evolução da produção mundial de açúcar (Suedzucker, 2010). 

 
Dos tempos do Brasil colônia aos dias atuais, a cultura canavieira tem sido uma grande 

fonte de riquezas para a economia brasileira (SACILOTO, 2003). No Brasil, embora seja o país um 
grande produtor de açúcar desde a época da colonização, a cultura alcançou expressiva expansão a 
partir da década de 1970, com o advento do Programa Nacional do Álcool (Pro-Álcool), programa 
do governo que substituiu parte do consumo de gasolina por etanol. A cana-de-açúcar constitui-se, 
no Brasil, na matéria prima básica para três importantes agroindústrias: açúcar, álcool etílico e 
aguardentes. A localização das principais regiões produtoras de cana-de-açúcar no Brasil é 
apresentada na Figura 3. 

 
Figura 3: Regiões brasileiras produtoras de cana-de-açúcar. Os pontilhados verdes representam as áreas produtoras de 
cana-de-açúcar (FAO, 2010). 
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No Brasil, a indústria canavieira mantém o maior sistema de produção de energia comercial 
de biomassa do mundo, por meio do etanol (substituindo em cerca de 20% o consumo da gasolina 
como combustível) e do uso do bagaço (equivalente a 11 milhões de toneladas de óleo). O etanol 
pode ser uma fonte alternativa para a resolução da questão energética. Além disso, a indústria 
canavieira contribui para a produção de plásticos biodegradáveis, açúcares não calóricos, compostos 
químicos de interesse farmacêutico, além de ser responsável por milhões de empregos e geração de 
divisas para o país por meio da exportação de açúcar, álcool e, pelo aproveitamento racional da 
biomassa vegetal, gerando energia elétrica e produtos para a indústria e para a agropecuária 
(RAIZER, 1998). Um de seus produtos, o bagaço, é capaz de gerar excedentes de cerca de três 
quilowatts/tonelada de energia elétrica. Entretanto, com a utilização de parte da palha e de 
tecnologias mais eficientes, esse potencial poderia ser elevado para cinco quilowatts, aumentando 
ainda mais a importância econômica da cultura (SACILOTO, 2003).  

 
1.1 Doenças 

Dentre os vários fatores limitantes à produção de cana-de-açúcar, destacam-se a ocorrência e 
a severidade de doenças, que se constituem em importantes justificativas para a substituição de 
variedades, devido ao decréscimo de produtividade provocado por elas. No Brasil, foram relatadas 
40 das 177 doenças relacionadas à cana-de-açúcar em todo o mundo (SANGUINO, 1998). 
Historicamente, das doenças que afetam a cultura da cana-de-açúcar, quatro são consideradas de 
expressão: carvão, raquitismo das soqueiras, escaldadura das folhas e mosaico da cana-de-açúcar 
(SANTOS, 2005). Outras doenças como a estria vermelha e a gomose, também foram registradas e, 
dependendo da região e condições ambientais, podem provocar prejuízos (SANTOS, 2005).  
 
1.1.1 Doença da Escaldadura das folhas 

A escaldadura das folhas é uma doença provocada pela bactéria Xanthomonas albilineans, 
sendo uma das doenças mais importantes no setor canavieiro (SANTOS, 2005). Foi primeiramente 
relatada em 1920 e, desde então, já foi constatada em pelo menos 55 países (COMSTOCK e 
LENTINI, 2002). Essa doença tem grande potencial destrutivo, principalmente em variedades 
suscetíveis. No Brasil, sua importância tem sido subestimada devido aos erros de identificação e à 
confusão de seus prejuízos com aqueles causados pelo raquitismo das soqueiras (TOKESHI, 1997). 
Quando a doença se manifesta em variedades extremamente suscetíveis, pode causar perdas de até 
100%. Seus prejuízos manifestam-se, principalmente, na má formação dos toletes no plantio, morte 
das touceiras, queda na produção e na riqueza de sacarose (SANTOS, 2005). 

A sintomatologia dessa doença é bem complexa, uma vez que são conhecidos três tipos de 
sintomas. O primeiro tipo é o latente, que aparece na maioria das variedades comerciais. Na planta, 
mesmo com a presença do patógeno, os sintomas externos não se manifestam, permitindo que as 
variedades possam ser usadas por muitos anos. Internamente, nos colmos, observa-se, 
ocasionalmente, descoloração vascular na região dos nós, assemelhando-se aos sintomas do 
raquitismo das soqueiras. Um segundo tipo de sintoma é o chamado crônico, que se caracteriza pelo 
surgimento de diversos sintomas externos, sendo o mais característico o das estrias brancas no 
limbo foliar, podendo atingir a bainha. Por último, o sintoma agudo, observado nas variedades mais 
suscetíveis e com condições favoráveis ao patógeno. Caracteriza-se pela queima total das folhas, 
como se a planta tivesse sido escaldada, daí a origem do nome da doença. A bactéria sobrevive em 
plantas infectadas, sendo disseminada na colheita. É possível a sua disseminação também por outras 
práticas culturais que provoquem ferimentos nos colmos (TOKESHI, 1997). Com o incremento da 
colheita mecanizada, as preocupações com essa doença aumentam. Daí a importância em se manter 
o canavial sadio. A bactéria também pode infectar plantios de milho próximos ao canavial, uma vez 
que ela pode ser facilmente transportada por ventos e chuvas (SANTOS, 2005). 

A principal forma de controle dessa doença é o uso de variedades resistentes e tolerantes ao 
patógeno. Entretanto, devido aos sintomas latentes da escaldadura, deve-se ter atenção com as 
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variedades, principalmente com as tolerantes. No caso de emprego de variedades tolerantes, torna-
se necessário tomar alguns cuidados: evitar plantio de mudas provenientes de campos com a 
doença; preparo das áreas de viveiros para eliminar bactérias do solo e restos de cultura; 
desinfecção de equipamentos e ferramentas utilizadas no manejo da cultura. Quanto ao tratamento 
térmico de mudas, existem controvérsias em relação a sua utilização. O tratamento utilizado para 
controle do raquitismo das soqueiras não é eficiente para a escaldadura das folhas. Comstock e 
Lentini (2002) afirmam que, por meio desse tratamento, o controle é apenas parcial. Dessa forma, 
eles recomendam que o tratamento seja feito por meio da imersão de mudas por um longo tempo 
em água quente. Na Austrália, as mudas são expostas por 24 horas a um fluxo de água contínuo, 
sendo em seguida mergulhadas por três horas a 50oC. Não é conhecido até o momento qualquer 
produto, químico ou biológico, que controle satisfatoriamente esse patógeno. 

 
2. Fixação Biológica de Nitrogênio em bactérias endofíticas  

O nitrogênio (N2) é o elemento mais abundante na atmosfera terrestre, porém se encontra 
indisponível às plantas devido a sua estabilidade molecular, fazendo-se necessária sua adição ao 
solo pelo uso de fertilizantes. Além disso, principalmente em solos tropicais, grande parte do 
nitrogênio existente no solo é perdida pelos processos de lixiviação, desnitrificação e pela 
imobilização microbiana. Portanto, é de extrema importância a nutrição equilibrada aliada a práticas 
culturais que visem a um sistema de controle integrado, minimizando os gastos com adubação e 
tornando a agricultura economicamente viável e mais competitiva, reduzindo as perdas e a poluição 
ambiental (SALA et al., 2008). 
 A cultura da cana-de-açúcar requer uma grande quantidade de nitrogênio. Assim, para 
alcançar uma produtividade com cerca de 100 ton.ha-1 de colmos, deve-se acumular 
aproximadamente 180-250 kg.ha-1 de N em sua parte aérea (XAVIER, 2002). Segundo Urquiaga et 
al. (1992), as quantidades de N-fertilizante aplicadas não ultrapassam a dose de 80 kg.ha-1 de N em 
média, e o restante do nitrogênio necessário à cultura é proveniente de duas fontes principais: o N 
do solo e o processo de Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN). 

A FBN é um processo bioquímico em que certos microrganismos denominados 
diazotróficos convertem o N2 atmosférico em amônia (NH3), que será incorporada em componentes 
orgânicos nas células dos vegetais na forma de proteínas, ácidos nucléicos, dentre outras 
biomoléculas. Ao lado da fotossíntese, a FBN é provavelmente um dos processos biológicos mais 
importantes que ocorrem na natureza (ELMERICH; NEWTON, 2007). Os primeiros estudos 
envolvendo a FBN no Brasil em plantas não leguminosas foram realizados por Döbereiner na 
década de 50 (revisto por BALDANI; BALDANI, 2005). Já em 1953, Döbereiner observou a 
ocorrência de Azotobacter em solos da baixada fluminense (DÖBEREINER, 1953 citado por 
BALDANI; BALDANI, 2005). A presença de bactérias residentes em tecidos de plantas sadias foi 
observada pela primeira vez em 1926 (HALLMANN et al., 1997).  

Os nomes “endorizosférico” e “endofítico” foram então utilizados para descrever esse tipo 
particular de associação bactéria-planta que não causa sintomas na planta (DÖBEREINER, 1992; 
REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998). O frequente isolamento de bactérias fixadoras de 
nitrogênio pertencentes a grupos que não sobrevivem livres em amostras de solos, raízes e colmos 
esterilizados, mas sim no interior das plantas, levaram Döbereiner e coautores a definir um novo 
tipo de interação bactéria-planta envolvendo bactérias diazotróficas endofíticas (DÖBEREINER, 
1992; DÖBEREINER et al., 1993).  

Atualmente, o termo endofítico é utilizado para microrganismos associados à planta capazes 
de colonizar intercelularmente seus tecidos internos sem ocasionar nenhum tipo de dano aparente 
ou ameaça ecológica ao hospedeiro (ELMERICH, 2007). Gluconacetobacter diazotrophicus, 
Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans e Burkholderia sp. são as bactérias 
endofíticas mais bem caracterizadas em cana-de-açúcar (DE CARVALHO et al., 2011). No entanto, 
mais estudos sobre a seleção de estirpes de bactérias endofíticas diazotróficas competitivas 
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necessitam ser realizados para se obter o máximo de benefício desta associação na cultura de cana-
de-açúcar.  

Muitos trabalhos já foram realizados avaliando o incremento de nitrogênio na cana-de-
açúcar por bactérias endofíticas. Sevilla et al. (2001) inocularam a estirpe PAL5T e um mutante 
(defectivo na transcrição da enzima nitrogenase) de G. diazotrophicus em plantas micropropagadas 
de cana-de-açúcar. No tratamento sem a utilização de fertilizantes nitrogenados, as plantas 
mostraram um aumento significativo na matéria seca e na acumulação de N total após 60 dias de 
crescimento em casa de vegetação. Quando essas plantas foram incorporadas em condições de 
campo, após quatro meses, as plantas inoculadas com a estirpe selvagem tiveram um acréscimo de 
40% de peso fresco no colmo e 42% de peso fresco nas folhas em comparação com as plantas 
inoculadas com o mutante. Já Oliveira el al. (2002) avaliaram oito inoculantes contendo diferentes 
misturas das bactérias Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum 
amazonense, Gluconacetobacter diazotrophicus e Burkholderia tropica. Após a inoculação e 
aclimatização, as plantas foram transferidas para vasos contendo o solo enriquecido com 15N. Após 
400 dias de crescimento em condições de campo, as plantas inoculadas com todas as espécies e as 
inoculadas com ambas do gênero Herbaspirillum acarretaram em um acúmulo de matéria seca de 
35% e 26% respectivamente, em comparação com as plantas não inoculadas (controle). Os autores 
também observaram que as plantas inoculadas com a mistura das cinco estirpes apresentaram 
menores taxas de 15N que o controle, indicando que a FBN contribuiu com cerca de 29% do N total 
nas plantas inoculadas. Posteriormente, o mesmo autor avaliou o efeito de dois inoculantes 
contendo bactérias endofíticas na produção de duas variedades de cana (SP70-1143 e SP81-3250) 
em diferentes tipos de solo (OLIVEIRA et al., 2006). Os inoculantes escolhidos foram baseados na 
boa resposta das pesquisas anteriores, sendo selecionada uma mistura de G. diazotrophicus, H. 
seropedicae, H. rubrisubalbicans, A. amazonense e Burkholderia tropica e uma mistura de G. 
diazotrophicus, H. seropedicae e H. rubrisubalbicans. Os resultados demonstraram que a produção 
das plantas e a contribuição da FBN devido à inoculação foram influenciadas tanto pela escolha do 
inoculante quanto pela variedade da planta e tipo de solo (OLIVEIRA et al., 2006). 

 
2.1 Gluconacetobacter diazotrophicus 
 Em 1988, Cavalcante e Döbereiner identificaram uma nova bactéria denominada então  
Saccharobacter nitrocaptans. Essa bactéria foi descrita como microaeróbica, gram-negativa e 
fixadora de nitrogênio, tendo sido isolada de raízes e colmos de plantas de cana-de-açúcar no Brasil 
(CAVALCANTE; DÖBEREINER, 1988). Além disso, foi observada a capacidade de crescer em 
soluções ácidas e de formar ácido acético a partir do etanol. Um ano mais tarde, Gillis et al, (1989) 
reclassificaram como Acetobacter diazotrophicus, baseados em estudos fisiológicos e moleculares. 
Com base em análises de sequências do RNAr 16S, a bactéria Acetobacter diazotrophicus foi 
renomeada para Gluconacetobacter diazotrophicus (YAMADA et al., 1998). Por meio dessas 
análises, mais duas bactérias foram adicionadas ao gênero as espécies G. johannae e G. 
azotocaptans (FUENTEZ-RAMIREZ et al., 2001). 

A espécie Gluconacetobacter diazotrophicus pertence à família Acetobacteraceae e filo 
Proteobacteria. É uma bactéria Gram-negativa, com pH ótimo de crescimento na faixa de 4,5-5,8 e 
com células variando entre 0,5 a 0,9 µm e não apresenta movimento espiralado. Essa bactéria pode 
ser isolada em meio semissólido LGI-P (REIS, 1994) e, após o período de sete a dez dias, apresenta 
uma película alaranjada. Abaixo da película, o meio fica incolor devido à acumulação do azul de 
bromotimol (DÖBEREINER et al., 1995). 

G. diazotrophicus é considerada um diazotrófico aerotolerante, no qual o oxigênio é 
fundamental para a geração de grandes quantidades de ATP requerida para a fixação de nitrogênio. 
Dentre as propriedades fisiológicas, destacam-se a tolerância a altas concentrações de sacarose; 
acidificação do meio e habilidade de excretar o nitrogênio fixado, conforme demonstrado por Cojho 
et al. (1993). A infecção e colonização da cana-de-açúcar pela G. diazotrophicus foi demonstrada 
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por meio de microscopia eletrônica e ótica (JAMES et al., 1994). Na superfície da raiz, a bactéria se 
concentra nas regiões de junção de raízes laterais (JAMES et al., 1994). Na raiz, pode ser vista no 
interior de células epidérmicas e nos espaços intercelulares do parênquima, bem como em vasos do 
xilema, através dos quais a bactéria parece migrar para a parte aérea da cana-de-açúcar (DONG et 
al., 1994). 

Além da cana-de-açúcar, muitos autores já observaram a presença dessa bactéria em outras 
culturas como batata-doce (Ipomoea batatas), capim-elefante (Pennisetum purpureum), abacaxi 
(Ananas comosus) e café (Coffea arabica) (DÖBEREINER et al., 1988; PAULA et al., 1991; 
JIMENEZ-SALGADO et al., 1997; TAPIA-HERNÁNDEZ et al., 2000). Além disso, 
G.diazotrophicus já foi isolada nos esporos de fungos micorrízicos arbusculares e de insetos que 
infectam a cana-de-açúcar (SARAVANAN et al., 2007).  

A interação de G. diazotrophicus com plantas de cana-de-açúcar tem sido bastante estudada 
devido aos benefícios que essa interação pode trazer para o aumento da produtividade da planta. 
Além da capacidade de fixação de nitrogênio, diversos estudos têm demonstrado que essa bactéria 
endofítica também produz hormônios vegetais, como ácido indol acético e giberilinas (BASTIÁN et 
al., 1998; LEE et al., 2004; RODRIGUES, 2008; BERTALAN et al., 2009) e sideróforos 
(LOGESHWARAN et al., 2009); solubiliza zinco (SARAVANAN et al., 2007) e produz 
substâncias antagônicas contra fitopatógenos (PIÑON et al., 2002; BLANCO et al., 2005; 
SARAVANAN et al., 2007). 

 
3. Controle Biológico 
 Os primeiros estudos com controle biológico foram realizados por Sanford na década de 20. 
Seus estudos abordavam fatores que afetavam a patogenicidade de Streptomyces scabies, causador 
da sarna da batatinha (BELLOW e FISHER, 1999). Somente em 1931, o termo “controle biológico” 
foi utilizado, num artigo sobre mal do pé do trigo (BELLOW e FISHER, 1999). Desde sua primeira 
utilização, vários conceitos foram utilizados para definí-lo. Cook e Baker (1983) definiram o 
conceito de controle biológico como “a redução da soma de inóculo ou das atividades 
determinantes da doença provocada por um patógeno, realizada por ou através de um ou mais 
organismos que não o homem”. Com base nas várias definições, o conceito de controle biológico 
tornou-se amplo, podendo incluir práticas culturais para a obtenção de ambiente favorável aos 
antagonistas e à resistência da planta hospedeira ou ambos, bem como o melhoramento da planta 
para resistência ao patógeno em potencial ou a adequação do hospedeiro às atividades antagônicas 
de microrganismos.  

No Brasil, o primeiro relato de controle biológico foi feito em 1924, no aparecimento da 
broca do café nas lavouras paulistas, sendo utilizadas no combate à vespinha de Uganda 
(INSTITUTO BIOLÓGICO, 2009) O controle biológico começou a ser utilizado no Brasil no 
combate ao fungo entomopatogênico Metarhizium anisopliae e ao Baculovírus, no controle das 
cigarrinhas da cana-de-açúcar (Mahanarva fimbriolata e M. posticata) e da lagarta Anticarsia 
gemmatalis na soja, respectivamente (ALVES, 1998; ATHAYDE, 2002). Nesse último, o inóculo 
com Baculovirus anticarsia foi utilizado em mais de dez milhões de hectares, proporcionando ao 
país uma economia estimada em cem milhões de dólares em defensores agrícolas, sem considerar 
os benefícios ambientais resultantes da não aplicação de mais de onze milhões de litros de 
agrotóxicos (QUIRINO, 2003). Para se compreender o aumento dos efeitos benéficos desses 
microrganismos para a planta, permitindo a sua utilização na agricultura, deve-se inicialmente 
conhecer as espécies microbianas envolvidas e as estratégias utilizadas pelos microrganismos nessa 
interação, para posteriormente se poder cultivar o (s) microrganismo (s) e reinoculá-lo (s) nas 
plantas de interesse. Dentre os agentes de controle microbiano de insetos que estão sendo utilizados 
no país, destacam-se os fungos Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Sporothrix 
insectorum, os agentes de natureza viral Baculovirus anticarsia, Baculovirus erinnys e Baculovirus 
spodoptera e os produtos à base das bactérias Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus 
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(QUIRINO, 2003). Estudos pioneiros nos anos 80 verificaram que a presença de fungos endofíticos 
poderia reduzir o ataque de insetos à planta hospedeira, sendo detectadas, a partir desse período, 
inúmeras espécies com potencial para o controle biológico de pragas. Posteriormente, verificou-se 
que essa redução da herbivoria ocorre em virtude da produção de compostos que reduzem a 
atratividade da planta, aumentam a susceptibilidade do inseto a doenças ou inibem o seu 
desenvolvimento (PEIXOTO NETO et al., 2002). Esses estudos foram realizados principalmente 
em gramíneas dos gêneros Lolium e Festuca em associação com o fungo Neotyphodium, o qual 
diminui a incidência de insetos como afídios, coleópteros, hemípteros e lepidópteros (AZEVEDO et 
al., 2000). Na cultura do cacau, o fungo Trichoderma tem sido utilizado em restos de ramos doentes 
para o controle do fungo Moniliophthora perniciosa, agente causal da vassoura de bruxa, mostrando 
ser esta uma importante estratégia para a redução da utilização de compostos químicos (PEIXOTO 
NETO et al., 2002). Contudo, embora o controle biológico traga respostas positivas à redução do 
uso de defensores agrícolas e à melhora de renda dos agricultores, analisando o conjunto de 
experiências mundialmente, verifica-se que os resultados ainda estão concentrados em apenas 
alguns cultivos e, principalmente, no controle de insetos. Em outras palavras, ainda existe muito a 
desenvolver nas áreas de controle de doenças (QUIRINO, 2003). 

Os primeiros trabalhos envolvendo a introdução de antagonistas visando ao controle 
biológico de doenças nas plantas foram realizados já no século XX. Hartley (1921), citado por 
Romeiro (2005), inoculou, em solos de viveiros de mudas de essências florestais, fungos como 
potenciais antagonistas para o controle de tombamento. Esse mesmo autor cita que Millard e Taylor 
(1927) reduziram a severidade de sarna (Streptomyces scabies) pelo uso do antagonista 
Streptomyces precox. Já em 1940, os estudos de controle biológico concentraram-se no poder 
antagonista de certos fungos e em estudos de solos supressivos (BAKER e COOK, 1974; 
ROMEIRO, 2005). Na década de 70, muitos estudos enfatizaram o poder de bactérias promotoras 
de crescimento (PGPR) no controle biológico. Atualmente, a utilização de substâncias microbianas 
antagônicas para o controle de fitopatógenos é bastante estudada, sendo uma das áreas de estudo da 
fitopatologia. 
 O controle biológico por organismos antagonistas pode ocorrer por diferentes formas, sendo 
as principais: antibiose, competição, parasitismo, interferência nos mecanismos de virulência do 
patógeno e indução de resistência na planta (STRANGE, 2003). Em relação à antibiose, os 
microrganismos antagonistas possuem a capacidade de sintetizar muitos compostos 
antimicrobianos. Entre eles, estão antibióticos (fenazinas, acetilfloroglucinol, oomicina, 
antranilatos), bacteriocinas, sideróforos e outros compostos voláteis. 
 
3.1 Bacteriocinas 
 Já em 1953, o termo bacteriocina era definido como substância de natureza proteica, 
produzida por um microrganismo que causa um efeito de consequência letal em outro 
microrganismo (JACOB, et al., 1953). A síntese de substâncias antimicrobianas é um fenômeno que 
já foi bem descrito em diversas bactérias. Os compostos antimicrobianos incluem toxinas, enzimas 
líticas, produtos de vias metabólicas, antibióticos e bacteriocinas (RILEY, 1998). As bacteriocinas 
são compostos produzidos por bactérias que inibem ou matam outras bactérias, sendo estas, na 
maioria das vezes, filogeneticamente relacionadas com as produtoras (JAMES et al., 1996). Apesar 
de haver grande diversidade de bacteriocinas, a maioria delas apresenta características em comum. 
Elas geralmente apresentam alta massa molecular e uma ação antimicrobiana que interfere na 
parede celular do organismo alvo de diversas formas, podendo inibir a biossíntese da parede celular 
ou ocasionar a formação nela de poros, resultando assim na morte celular (JACK et al., 1995). 
Diferentemente de outros compostos antibacterianos produzidos por bactérias, as bacteriocinas se 
caracterizam por sua ação letal primária, sua inativação por tripsina e resistência a pH 2 
(KLAENHAMMER, 1988). 
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 Os primeiros estudos com bacteriocinas aconteceram em 1925, quando os pesquisadores 
Gratia e Fredericq descreveram um antagonismo entre estirpes de Escherichia coli (RILEY e 
CHAVAN, 2007). A primeira observação de uma bacteriocina em bactérias gram-positivas foi 
documentada em 1947 por Mattick e Hirsch. Esses pesquisadores descobriram uma atividade 
antagônica de algumas bactérias láticas quando inoculadas com outras estirpes. A molécula 
inibitória foi caracterizada como uma proteína denominada nisina (MATTICK e HIRSCH, 1947; 
RILEY e CHAVAN, 2007). Em 1976, foi editada a primeira revisão de literatura sobre 
bacteriocinas de bactérias gram-positivas. Nessa revisão, Tagg et al. (1976) já previram o crescente 
interesse e o potencial das bacteriocinas em diversas aplicações como em conservação de alimentos, 
produção de novos peptídeos antimicrobianos e controle biológico. Duas décadas mais tarde, a 
literatura científica no campo da bacteriocina começou a aumentar devido aos crescentes estudos 
das bacteriocinas em bactérias láticas (JACK et al., 1995). 
 
3.1.1 Classificação 
 

3.1.1.1 Ocorrência de bacteriocinas em bactérias gram-positivas 
As bacteriocinas produzidas pelas bactérias gram-positivas são geralmente catiônicas, 

anfifílicas e de tamanho variável de 2 a 6 kDa (VAN KRAAIJ et al., 1999). As bactérias gram-
positivas mais conhecidas como produtoras de bacteriocinas são as bactérias produtoras de ácido 
lático (LAB) que atuam na conservação de carnes e produtos lácteos. Segundo Klaenhammer 
(1993), as bacteriocinas produzidas por bactérias gram-positivas estão distribuídas em quatro 
diferentes classes. Em geral, na classe I, encontram-se os lantibióticos, que são pequenos peptídeos 
(19 a 38 resíduos de aminoácidos), termoestáveis de baixa massa molecular (< 5 kDa) e que 
apresentam, em sua composição, aminoácidos de lantionina e ß-metil-lantionina (GUDER et al., 
2000). O principal representante dessa classe é a nisina, produzida pelas bactérias Lactobacillus 
lactis subsp lactis. Os lantibióticos são divididos em dois subgrupos A e B cuja diferença é baseada 
nas características estruturais e no modo de ação da toxina (JUNG e SAHL, 1991). O subgrupo A 
de lantibióticos matam as células alvo por meio da despolarização da membrana plasmática 
(BELKUM et al., 1989). Os lantibióticos do subgrupo B são menores, possuem uma estrutura 
secundária mais globular e matam as células alvos por meio de inibição enzimática como, por 
exemplo, a inibição da síntese da parede celular (BROTZ et al., 1995).  

A classe II caracteriza-se por apresentar bacteriocinas com tamanho de 30 a 60 aminoácidos, 
termoestáveis, de massa molecular menor que 10 kDa e que não contêm a lantionina como 
aminoácido. Essa classe é dividida em três subclasses: IIa (pediocina e enterocina), IIb (lactocina G) 
e IIc (lactocina B). As bacteriocinas da classe III caracterizam-se por apresentar peptídeos 
termolábeis extremamente sensíveis ao calor e de alta massa molecular (> 30 kDa). Já na classe IV, 
encontram-se grandes complexos peptídicos contendo carboidrato ou lipídio em sua estrutura 
(RILEY, 1998). 

 
3.1.1.2 Ocorrência de bacteriocinas em bactérias gram-negativas 

Geralmente as bacteriocinas das bactérias gram-negativas são maiores que as das gram-
positivas. Porém, seu tamanho varia de cerca de 10 kDa a 20 kDa. Dentre as bacteriocinas mais 
conhecidas, estão a colicina, a microcina e a piocina. Das bacteriocinas produzidas pelas bactérias 
Gram-negativas, as colicinas da bactéria Escherichia coli são as mais estudadas (LAZDUNSKI, 
1988). Elas possuem alta massa molecular (acima de 20 kDa) e seus genes se localizam geralmente 
em plasmídeos. As colicinas têm por característica inibir o crescimento de bactérias que são 
estreitamente relacionadas filogeneticamente com a E. coli e o gênero Salmonella (BRAUN et al., 
1994). As colicinas têm sido amplamente estudadas e são utilizadas como modelo no estudo dos 
mecanismos de síntese, ação e regulação das bacteriocinas (BRAUN et al., 1994). As microcinas se 
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caracterizam por serem termoestáveis, resistentes a certas proteinases, hidrofóbicas, resistentes em 
pH baixo e por possuir baixa massa molecular (menos que 10 kDa). É sintetizada principalmente 
por bactérias do gênero Enterobacteriaceae (GILLOR et al., 2005). Outro grande grupo de 
bacteriocinas produzidas por bactérias gram-negativas é o da piocina. O gênero Pseudomonas 
representa seu maior produtor, sendo que até 90% das estirpes da espécie Pseudomonas aeruginosa 
sintetiza pelo menos uma piocina. Uma característica que difere as piocinas das colicinas é a de os 
genes que sintetizam as piocinas serem encontrados exclusivamente em cromossomos, e não em 
plasmídeos (RILEY e GORDON, 1992).  

 
3.1.2 Síntese e regulação 
 

3.1.2.1 Síntese de bacteriocinas em bactérias gram-positivas 
Os aspectos bioquímicos e genéticos envolvidos na biossíntese de bacteriocinas das classes I 

e II têm sido extensivamente investigados, em razão de sua conhecida atividade letal contra 
patógenos alimentares (ABEE et al., 1995). A síntese de bacteriocina geralmente envolve quatro 
genes distintos, que geralmente se localizam em um só operon. O primeiro é o responsável pela 
síntese de um pré-peptídio ou pré-bacteriocina. O segundo gene é responsável pela síntese de uma 
proteína que confere imunidade à bacteriocina por ela produzida. Essa proteína de imunidade 
apresenta geralmente 51 a 150 aminoácidos que geralmente não apresentam homologia significativa 
entre si, enquanto as bacteriocinas apresentam 38 a 55% de similaridade (ABEE et al., 1995; 
AYMERICH et al., 1996). O terceiro codifica proteínas do transporte ABC que exportam a 
bacteriocina e, por fim, o quarto gene ainda tem uma função pouco conhecida, mas se sabe que ele 
codifica uma proteína acessória que, embora não pertença ao transporte ABC, se faz necessária para 
a exportação (NES et al., 1996). 

As bacteriocinas são sintetizadas, primeiramente, na forma de pré-peptídios ou pré-
bacteriocinas biologicamente inativos. Esses pré-peptídios contêm uma sequência guia N-terminal 
de 18 a 27 aminoácidos, apresentando duas glicinas. Esse precursor é transportado à superfície 
celular durante a fase de crescimento exponencial e catalisado na forma ativa. O transportador 
contém uma porção proteolítica N-terminal, responsável pela clivagem do peptídeo guia, além de 
uma porção C-terminal responsável pela hidrólise do ATP e fornecimento de energia (AUCHER et 
al., 2005). A função da sequência guia na pré-bacteriocina é evitar que a bacteriocina seja 
biologicamente ativa dentro da célula produtora e servir como sinal de reconhecimento para o 
sistema de transporte que envolve as proteínas do transporte ABC e a proteína acessório (NES et 
al., 1996). Segundo Moll et al. (1999), as duas glicinas presentes na sequência de aminoácidos são 
as responsáveis pelo reconhecimento da pré-bacteriocina no sistema de transporte. Após o 
reconhecimento do pré-peptídio, essas duas glicinas são removidas, e a bacteriocina, excretada da 
célula (ENNAHAR et al., 2000). 

O sistema responsável pela regulação da produção de bacteriocinas é composto por três 
componentes: um peptídeo indutor (ferormônio ou fator de ativação), uma histidina quinase 
transmembrana (proteína receptora do fator de ativação) e uma proteína reguladora de resposta 
(NES; EIJSINK, 1999). O peptídeo indutor é produzido no ribossomo como pré-peptídeo, que é 
clivado e secretado no meio externo pelo transportador. Quando este atinge uma certa concentração 
no meio extracelular, a histidina quinase transmembranar é ativada fosforilando, assim, a proteína 
reguladora de resposta. A proteína reguladora, uma vez fosforilada, ativa a transcrição da 
bacteriocina, iniciando assim um feedback positivo (NES; EIJSINK, 1999) (Figura 4). 
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Figura 4: Representação esquemática da biossíntese de bacteriocina da classe II (adaptado de DRIDER et al., 2006.). 

3.1.2.2 Síntese de bacteriocinas em bactérias gram-negativas 
A maioria dos artigos que abordam a síntese de bacteriocinas em bactérias gram-negativas 

faz referência à produção das colicinas. Os genes que codificam as colicinas são encontrados em 
plasmídeos de E. coli. Esses plasmídeos, denominados pCol, podem variar muito de tamanho, 
sendo encontrados plasmídeos de 6,6 kb até 94 kb (SMADA; SMAJS, 1998). Nesses plasmídeos, 
são encontrados os genes estruturais [o que codifica a colicina propriamente dita (col ou cea)], o 
que codifica uma proteína de imunidade e o que codifica uma proteína de transporte para a 
liberação da colicina no meio. O gene para a colicina e o de sua liberação geralmente constituem 
um único operon. Em condições normais, a transcrição do operon é reprimido pela ligação da 
proteína repressora LexA.  

A produção da colicina é induzida pela presença de agentes que danificam o DNA ou por 
fatores ambientais como o aumento da densidade populacional ou falta de nutrientes. Quando as 
bactérias produtoras são expostas à irradiação UV, a colicina é produzida em grande escala 
(JAMES et al., 1996). O fator responsável por essa indução é o “sistema SOS de reparo do DNA”, 
que causa a ativação da proteinase RecA, que, por sua vez, inativa a proteína LexA, desbloqueando 
a síntese da colicina (SPANGLER et al., 1985). Quando o sistema SOS é induzido, a colicina se 
acumula dentro da célula e sua exportação só se inicia quando ela se encontra em uma grande 
concentração no citoplasma bacteriano. Pela ação da proteína de transporte, a membrana externa 
começa a ficar permeável permitindo, assim, a liberação de proteínas de baixa massa molecular, o 
que inclui as colicinas. Em algumas bactérias, o aumento na permeabilidade da membrana externa 
acarreta a lise parcial das células, ocasionando a morte das células produtoras. Dessa forma, a 
produção de colicina é conhecida como um fenômeno “suicida” (ALONSO et al., 2000).  

 
3.1.3 Mecanismos de ação  
 
3.1.3.1 Mecanismo de ação de bacteriocinas em bactérias gram-positivas 
 Estudos revelam que muitas das bacteriocinas produzidas pelas bactérias gram-positivas, 
como os lantibióticos, atuam no plano da membrana plasmática (MONTVILLE; CHEN, 1998). 
Essas bacteriocinas permeabilizam a membrana plasmática por meio da formação de poros, 
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ocasionando assim desbalanço iônico e do fluxo de íons fosfato. Com isso, há dissipação da força 
protômica (PMF), que está envolvida diretamente com a síntese de ATP, fosforilação das proteínas, 
síntese e rotação dos flagelos e transporte de proteínas (ROSA; FRANCO, 2002). Com a dissipação 
da força protônica, 98,9% de ATP é hidrolisado. O transporte ativo de aminoácidos cessa e os 
aminoácidos de reserva são liberados da célula pelos poros formados. Esse distúrbio primário talvez 
gere outras desordens como lise celular (GARCERÁ et al., 1993). A formação dos poros pela 
bacteriocina se dá pelas interações eletrostáticas da carga positiva e dos resíduos polares da 
bacteriocina com os fosfolipídios aniônicos presentes na membrana plasmática das células alvo 
(ABEE et al., 1995). Estudos mostram que, no caso dos lantibióticos, estes não necessitam de 
receptores membranares (SAHL et al., 1987). Breukink et al. (1999) demonstraram que certos 
lipídios presentes na membrana plasmática da bactéria suceptível podem servir como receptores 
aumentando a condutividade e estabilidade de poros produzidos pelos lantibióticos. 
 Em relação à formação dos poros, as bacteriocinas podem atuar de duas formas distintas. 
Elas diferem quanto à forma de inserção da bacteriocina na membrana da célula alvo. No modelo 
Barrel-stave, a bacteriocina se liga como monômero à membrana citoplasmática, inserindo-se na 
bicamada lipídica e se agregando lateralmente para a formação do poro (ROSA; FRANCO, 2002). 
Estudos utilizando sondas fluorescentes mostram que a molécula da nisina penetra na porção 
hidrofóbica da membrana citoplasmática (MARTIN et al., 1996). No modelo Wedge-like, a 
formação do poro se dá pela atuação local da bicamada lipídica. Quando a bacteriocina se liga à 
membrana plasmática, esta apenas entra em contato com a parte hidrofílica e não com a parte 
hidrofóbica (Figura 5). 
 

 

 
Figura 5: Formação de poros membranares ocasionados por bacteriocinas. A letra A representa o modelo Barrel-stave 
e a B, o modelo Wedge-like (ROSA; FRANCO, 2002). 

 

Segundo Ruhr e Sahl (1985), os lantibióticos são mais efetivos contra bactérias gram-positivas do 
que contra as gram-negativas, uma vez que a membrana externa pode se constituir em uma barreira 
física que dificulta a ligação das bacteriocinas na membrana plasmática. 

3.1.3.2 Mecanismo de ação de bacteriocinas em bactérias gram-negativas 
 As colicinas possuem a capacidade de ocasionar a morte celular de bactérias sensíveis por 
três diferentes formas. A principal delas, como acontece nas bactérias gram-positivas, é a formação 
de poros na membrana plasmática, resultando na despolarização membranar (SMADA e SMAJS, 
1998). Esse mecanismo é melhor entendido quando se observa a Figura 6. Na figura, observa-se que 
a colicina, neste caso a colicina A, possui três domínios distintos. Um domínio responsável pela 
ligação com receptores das células alvo (RB), um domínio responsável pela translocação da 
proteína (T) e um domínio responsável pela ação da colicina propriamente dita (C). Primeiramente, 
a colicina se liga a um receptor específico na membrana externa da célula alvo (BtuB). Após o 
reconhecimento e ligação com esse receptor, a colicina é então desdobrada, permitindo a 
translocação do domínio T para dentro de uma proteína porina (OmpF). Dentro da membrana 
externa, o domínio T reage com a proteína TonB. A proteína TonB ligada ao domínio T não pode 
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mais interagir com a proteína de membrana PAL. Quando essa ligação não ocorre, há uma 
desestabilização local dos peptideoglicanos que permite que o domínio C entre na membrana 
interna da célula alvo e forme o poro. Com a formação dos poros, o gradiente eletroquímico 
transmembranar é interrompido e ocorre um efluxo de fosfato e potássio para fora da célula, o que 
diminui os níveis de ATP citoplasmáticos (LAZDUNSKI et al., 2000). Outra forma, porém bem 
menos frequente, é a atuação da colicina como nuclease, podendo atuar diretamente contra o DNA 
cromossomal da célula alvo agindo como uma endonuclease. A colicina também pode atuar 
degradando a parede celular e inibindo a síntese de peptideoglicanos e mureína (SMADA e SMAJS, 
1998). 
 

 
Figura 6: Modo de ação da colicina A. OM = membrana externa, IM = membrana interna, PG = peptideoglicanos, P = 
espaço periplasmático. 1: Colicina com seus três domínios, 2: Domínio RB se liga ao receptor (BtuB) e se desdobra. O 
domínio C entra na porina OmpF. 3: O domínio T interage com a proteína TolB que não pode mais interagir com a 
proteína PAL. 4: O domínio C penetra na membrana interna formando o poro. (CURSINO et al., 2002). 
 
3.1.4. Utilização de bacteriocinas no controle biológico 
 O estudo mais conhecido de controle biológico pela utilização de uma bacteriocina foi o do 
pesquisador Allen Kerr, em 1980 (KERR, 1980). Kerr obteve isolados de Rhizobium radiobacter do 
solo e observou que possuíam grande capacidade antagonista contra R. tumefaciens, agente causal 
de galhas em plantas. Esse antagonismo se dá pela produção de uma bacteriocina, denominada 
agrocina 84, nos isolados de R. radiobacter. Os genes responsáveis pela síntese da agrocina 84 
localizam-se no plasmídeo pAgK84 na espécie R. radiobacter. Já a sensibilidade à agrocina é 
determinada pelo plasmídeo Ti em R. tumefaciens. Estudos de Cooksey e Moore (1982) 
demonstraram que mutantes de R. radiobacter para os genes que codificam a síntese de agrocina 84 
não foram capazes de prevenir o aparecimento de galhas quando coinoculadas com o patógeno. 
 Atualmente, várias bacteriocinas vêm demonstrando resultados promissores no controle 
biológico de fitopatógenos. Já em 1984, Chen e Echandi, estudando a murcha bacteriana em tabaco, 
observaram a ausência de sintomas quando o patógeno Ralstonia solanacearum era coinoculado 
com outra estirpe da mesma bactéria, só que avirulenta e produtora de bacteriocina. A atividade da 
bacteriocina foi então confirmada, uma vez que a coinoculação de estirpes avirulentas e não 
produtoras de bacteriocina com o patógeno não provocou os sintomas da murcha. Estirpes 
avirulentas e produtoras de bacteriocina de Xanthomonas campestris pv. campestris também 
reduziram os sintomas do crestamento bacteriano em folhas de arroz (SAKTHIVEL; MEW, 1991).  
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 Estudos de Kyeremeh et al. (2000) demonstraram que dois mutantes avirulentos e 
produtores de bacteriocinas de Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum (A-f-39 e B-e-19) 
inibiram estirpes patogênicas dessa mesma bactéria. Essa atividade antagônica foi acompanhada em 
campo por um período de dois anos e comparada a um agente químico de controle microbiano. A 
proteção obtida pelo mutante A-f-39 foi maior do que a ocasionada pelo agroquímico. 
 Foi observada na bactéria Serratia plymithicum a produção de uma bacteriocina que inibe a 
multiplicação (tanto in vitro quanto in vivo) da bactéria Erwinia amylovora, agente causal da 
queima bacteriana em culturas de maçãs e peras. Essa bacteriocina (serracina P), além de provocar 
antagonismo contra espécies relacionadas, também demonstrou antagonismo contra 24 estirpes de 
E. amylovora oriundas de diferentes países (JABRANE et al., 2002). As bacteriocinas produzidas 
pelas espécies do gênero Pseudomonas também são largamente utilizadas no controle biológico de 
fitopatógenos. A bacteriocina produzida pela bactéria Pseudomonas syringae pv. ciccaronei inibe o 
crescimento de Pseudomonas syringae subsp. savastanoi, agente causal da galha em oliveiras, tanto 
in vitro quanto em experimentos de campo. A presença da bacteriocina também afetou a 
sobrevivência epifítica do patógeno nas folhas e ramos das plantas tratadas (LAVERMICOCCA et 
al., 2002). 
 Obseva-se nos estudos de Kawaguchi et al. (2007) a capacidade do gênero Rhizobium em 
produzir bacteriocina. Uma estirpe não patogênica de R. vitis (VAR03-1) foi testada como agente de 
controle biológico contra outra estirpe patogênica, agente causal da galha-da-coroa em videira. A 
estirpe não patogênica inibiu a formação da galha tanto em plantas de tomate como em videiras 
(Figura 7). 

 

 
Figura 7: Controle biológico do agente etiológico da galha-de-coroa da videira pela estirpe não patogênica (VAR03-1) 
de Rhizobium vitis. A: As plantas de videira foram plantadas após a inoculação da estirpe não patogênica seguida da 
inoculação da patogênica. B: As plantas de videira foram plantadas após a inoculação da estirpe patogênica de R. vitis 
(controle positivo). (Kawaguchi et al., 2007.) 

 
 Alguns trabalhos já demonstraram antagonismo contra bactérias fitopatogênicas do gênero 
Xanthomonas. Piñón et al. (2002) observaram que a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus 
secreta uma bacteriocina em meio de cultura que inibe o crescimento da bactéria X. albilineans, 
agente causal da escaldadura das folhas em cana-de-açúcar. Essa inibição se deu pela ruptura das 
células bacterianas. Já Bonini et al. (2007) testaram in vitro o antagonismo contra X. axonopodis pv. 
citri , agente causal do cancro cítrico. Vinte e cinco isolados de X. axonopodis pv. citri  e 14 isolados 
de outras espécies do mesmo gênero foram comparados a fim de se verificar a capacidade de 
produção de bacteriocina e sensibilidade. Isolados de X. axonopodis pv. passiflorae foram sensíveis 
às bacteriocinas produzidas por todos os isolados de X. axonopodis pv. citri avaliados. Dos 25 
isolados de X. axonopodis pv. citri, apenas cinco não foram inibidos pelas bacteriocinas produzidas 
por dois isolados de X. axonopodis pv. passiflorae.  
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3.2 Utilização de Bactérias Endofíticas no Controle Biológico de Fitopatógenos 
 Bactérias endofíticas estão presentes em todas as espécies vegetais, permanecendo em 
estado de latência ou colonizando ativamente os tecidos de forma local ou sistêmica. Por ocuparem 
um nicho ecológico semelhante àqueles ocupados por patógenos, as bactérias endofíticas 
apresentam grande potencial para o controle biológico (HALLMANN et al., 1997). Esse controle 
pode ser resultante de diversos mecanismos como: competição por espaço e nutrientes na planta 
hospedeira; produção de compostos antimicrobianos (PLEBAN et al., 1997) e indução de 
resistência sistêmica (M'PIGA et al., 1997; DUIJFF et al., 1998; BENHAMOU et al., 2000). 
 Estudos têm mostrado que pelo menos 15 gêneros de bactérias são capazes de controlar 
doenças fúngicas ou bacterianas; destes, Bacillus e Pseudomonas têm mostrado um maior potencial 
para o controle efetivo de doenças (PEIXOTO NETO et al., 2002). A cultura do repolho (Brassica 
oleracea var. capitata) tem recebido especial atenção e resultados importantes foram obtidos no 
controle de X. campestris pelas bactérias endofíticas Alcaligenes piechaudii e Kluyvera ascorbata 
(ASSIS et al., 1998). Em batata (Solanum tuberosum) e trevo vermelho (Trifolium pratense), foram 
isoladas 25 espécies de bactérias endofíticas, de 18 gêneros, das quais 74% apresentaram in vitro 
antibiose ao fungo Rhizoctonia solani (STURZ et al., 1998). Em arroz, foram isoladas bactérias 
endofíticas que apresentaram alta atividade antimicrobiana contra R. solani, Pythium myriotylum, 
Guamannomyces graminis e Heterobasidium annosum (MUKHOPADHYAY et al., 1996). Reiter et 
al. (2002) observaram que a inoculação do patógeno Pectobacterium atrosepticum promoveu um 
aumento da diversidade de microrganismos endofíticos pertencentes a uma grande diversidade de 
grupos bacterianos, estando muito deles envolvidos na defesa da planta contra a ação daquele 
patógeno. 
 Além de sua capacidade de fixar nitrogênio, muitos autores perceberam a capacidade dessas 
bactérias em sintetizar compostos antimicrobianos. Hu e Young (1998) avaliaram a atividade 
antibacteriana e antifúngica de diversas bactérias, entre elas Burkholderia spp. e Herbaspirillum 
rubrisubalbicans. A metodologia utilizada foi a antibiose por dupla camada invertida por Kékessy e 
Piguet (1970). Os autores observaram que todas as espécies de Burkholderia testadas inibiram o 
crescimento do fungo Rhodotorula mucilaginosa. O mesmo efeito foi observado em oito estirpes 
das 11 testadas de H. rubrisubalbicans. Além disso, foi observado o efeito inibitório de H. 
rubrisubalbicans contra Clavibacter michiganensis. Weber et al. (2007) também observaram 
antagonismo de espécies de Herbaspirillum e Burkholderia contra o fungo Fusarium oxysporum em 
experimentos de casa de vegetação com banana-maçã. Já bactérias do gênero Burkholderia isoladas 
de cana-de-açúcar foram capazes de inibir o crescimento de Fusarium spp. e Sporisorium 
scitamineum, agentes causais da podridão de fusarium e da doença do carvão, respectivamente 
(VAN ANTWERPEN et al., 2002). O controle biológico de nematoides por bactérias diazotróficas 
endofíticas também já foi verificado por Guyon et al. (2003). Os autores observaram que das 77 
estirpes testadas de Burkholderia tropica, 19 provocaram paralisia nas ninfas de Meloidogyne. Já 
para G. diazotrophicus, alguns experimentos demonstraram que essa bactéria acarreta efeito 
inibitório contra o nematoide Meloidogyne incognita (BANSAL et al., 2005), ao fungo 
Colletotrichum falcatum (MUTHUKUMARASAMY, 2000) e contra a bactéria Xanthomonas 
albilineans (ARENCIBIA et al., 2006; PIÑON et al., 2002; BLANCO et al., 2005; MUÑOS-
ROJAS et al., 2005). Diante do exposto, o controle biológico por bactérias diazotróficas endofíticas 
é uma linha de pesquisa com um grande potencial, pois, além da contribuição nitrogenada, estas 
bactérias podem contribuir para uma melhor fitossanidade diminuindo, além da adubação 
nitrogenada, a adição de pesticidas e fungicidas. 



 

32 

 
 

CAPÍTULO I  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATIVIDADE ANTAGÔNICA DA ESTIRPE PAL5 T DE Gluconacetobacter 
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RESUMO 

 

A produção de um inoculante para cana-de-açúcar contendo bactérias diazotróficas, além de 
aumentar a produtividade dessa cultura, acarreta menores danos ao ambiente. Além do ganho 
econômico derivado da FBN, microrganismos endofíticos têm sido utilizados no controle biológico 
de fitopatógenos. O controle pode ocorrer por competição de espaço e nutrientes e pela produção de 
bacteriocinas. O inoculante para cana-de-açúcar produzida pela Embrapa com bactérias 
diazotróficas (Azospirillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum 
rubrisubalbicans, Gluconacetobacter diazotrophicus e Burkholderia tropica) requer estudos 
adicionais além dos relacionados com os ganhos na aquisição de nitrogênio, tais como a interação e 
competição entre as próprias estirpes do inoculante. A produção de compostos antagônicos já foi 
observada em bactérias endofíticas como G. diazotrophicus e B. tropica. O estudo de substâncias 
antimicrobianas como as bacteriocinas é de extrema importância para o entendimento da interação 
das estirpes que compõem o inoculante. Além disso, é interessante entender o já descrito 
antagonismo da estirpe PAL5T contra a bactéria Xanthomonas albilineans, agente causal da 
escaldadura de folhas de cana-de-açúcar. Para analisar essas hipóteses, foi utilizada a metodologia 
de antibiose por dupla camada. A estirpe de PAL5T foi submetida a diferentes tempos de radiação 
ultravioleta para se avaliar a necessidade de indução para a síntese de substâncias antagônicas. Da 
mesma forma, foi avaliada a adição de H2O2 como possível indutor da síntese de compostos 
antimicrobianos em G. diazotrophicus. O antagonismo foi avaliado pela análise visual dos halos de 
inibição juntamente com a medição de seus diâmetros. Os resultados mostraram que não houve 
efeito antagônico contra nenhuma das estirpes testadas quando a estirpe PAL5T não foi exposta à 
indução por UV e H2O2. Por outro lado, a exposição da estirpe PAL5T à UV inibiu parcialmente o 
crescimento de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans. Os resultados mostraram que a exposição da 
estirpe PAL5 pelo tempo de 20 minutos à UV foi o que promoveu maior antagonismo contra a 
bactéria X. albilineans.  A substância antagônica produzida não foi capaz de manter sua atividade a 
95ºC. Na exposição da estirpe PAL5T, o H2O2 (100 µM), promoveu um antagonismo da estirpe 
contra X. albilineans e H. rubrisubalbicans. Os resultados obtidos sugerem que existe um 
antagonismo contra a bactéria fitopatogênica e contra as duas espécies de Herbaspirillum testadas. 
Entretanto, a estirpe PAL5T de G. diazotrophicus só é capaz de inibir o crescimento dessas espécies 
quando exposta a agentes externos que acarretem a síntese dessas substâncias antimicrobianas.  
 
Palavras-chaves: antagonismo, inoculante, cana-de-açúcar 
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ABSTRACT 

 
The sugarcane inoculant containing diazotrophic bacteria may increase the plant productivity and 
additionally decreases the environment damage. In addition to economic gain derived from BNF, 
endophytic microorganisms have been used in the biological control of phytopathogen because they 
can control plant pathogens through competition, space, nutrients and bacteriocin production. The 
introduction of sugarcane inoculant produced by Embrapa with diazotrophic bacteria (Azospirillum 
amazonense, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Gluconacetobacter 
diazotrophicus and Burkholderia tropica) requires additional studies, besides the BNF, such as the 
interaction and competition among the inoculant strains. The production of antagonistic compounds 
was already observed in endophytic bacteria such as G. diazotrophicus and B. tropica. The study of 
antimicrobial substances like bacteriocins is extremely important for understanding the interaction 
of these strains in the inoculant. Furthermore, it is interesting to understand the possible antagonism 
role played by PAL5T strain against the Xanthomonas albilineans, causal agent of leaf scald in 
sugarcane. To prove this hypothesis, the double agar layer method was utilized. The PAL5T strain 
was submitted to different ultraviolet radiation intervals to evaluate the induction of antagonistic 
substances. Similarly, it was evaluated the addition of H2O2 as a possible inducer of the 
antimicrobial compound synthesis. The antagonism was evaluated by nick eyes and measurementof 
the halo diameters. The results showed no antagonistic effect against the inoculant strains when the 
PAL5 strain was not exposed to UV. On the other hand, the induction of Pal5 strain to UV partially 
inhibited growth of H. seropedicae a H. rubrisubalbicans. In addition, the results showed that 
exposition of PAL5 to UV for 20 minutes promoted the highest antagonistic effect against X. 
albilineans.  It was also observed that the antagonic substance produced was not active when heated 
at 95ºC. The addition of H2O2 (100 µM) promoted an antagonic effect of PAL5 strain against the X. 
albilineans e H. rubrisubalbicans. These results suggested that there is an antagonistic effect 
against the phytopathogenic bacteria and both Herbaspirillum species tested. However, the strain 
PAL5 is only able to inhibit growth of these species when exposed to inducers such as UV and 
H2O2 that promote the synthesis of antimicrobial substances. 
 
Keywords: antagonism, inoculant, sugarcane 
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INTRODUÇÃO 
 

A cana-de-açúcar é uma cultura que contribui com cerca de 60% a 70% de todo o açúcar 
produzido mundialmente (INGELBRECHT et al., 1999) e com uma das maiores produções de 
biomassa entre as espécies cultivadas (MA et al., 2000). Além disso, é uma cultura que necessita de 
uma dose extremamente alta de nitrogênio advindo do solo. Para alcançar uma produtividade média 
de 100 Ton.ha-1 de colmos, a planta deve acumular em sua parte aérea cerca de 180 a 250 kg.ha-1 de 
N (XAVIER, 2002).  
 A fertilização química vem sendo cada vez mais utilizada, uma vez que o nitrogênio é  um 
elemento essencial para o desenvolvimento da cultura, sendo exigido em grandes quantidades para 
possibilitar o crescimento normal dos vegetais. Entretanto, a cultura não responde ou responde 
muito pouco à adubação nitrogenada na cana-planta (ROSSETTO et al., 2010). De fato, 
considerando-se que as quantidades de N-fertilizante aplicadas não ultrapassam a média de 80 
kg.ha-1, o restante desse N pode ser proveniente de outras fontes principais: do N do solo, o qual é 
naturalmente um fator limitante nos solos brasileiros, e do processo de Fixação Biológica de 
Nitrogênio (FBN) realizado por bactérias diazotróficas (URQUIAGA et al. 1992; COELHO et al., 
2003). Segundo Boddey et al. (2001), o nitrogênio advindo da FBN pode contribuir com até 60% de 
todo o N acumulado pelas plantas de cana-de-açúcar. 
 A Fixação Biológica de Nitrogênio é um processo metabólico conhecido desde o século 
XIX, que ocorre exclusivamente nas bactérias diazotróficas fornecendo nitrogênio atmosférico para 
o metabolismo formador de proteínas de inúmeros organismos, incluindo gramíneas como a cana-
de-açúcar (BALDANI; BALDANI, 2005). Os primeiros estudos de inoculação de bactérias 
diazotróficas em gramíneas se iniciaram na década de 70 com inoculação de bactérias do gênero 
Azospirillum. Os resultados, embora inconsistentes, indicaramm que cerca de 40% de N necessário 
para as plantas advinha da FBN (BODDEY et al., 2001). 
 Apesar das respostas à inoculação nem sempre serem positivas, produtos à base de bactérias 
diazotróficas já estão sendo comercializados em alguns mercados, como Argentina, México e 
alguns países da Europa. Segundo Baldani et al. (2009), as simulações feitas com base na área 
plantada e no consumo de fertilizantes nitrogenados aplicados em culturas como arroz, cana-de-
açúcar e milho no Brasil, demonstram que a substituição de apenas 25% da demanda de N pela 
FBN e a adoção da técnica em pelo menos 50% da área plantada, poderiam gerar uma economia de 
cerca de 200 milhões de reais ao ano. Além disso, também se faz necessário destacar os ganhos 
ambientais, uma vez que a menor utilização de fertilizantes químicos acarreta uma maior redução 
de nitrato que se acumula e contamina principalmente rios, lagos e o lençol freático.  
 Após 25 anos de pesquisa, em 2008 foi lançado pela Embrapa Agrobiologia um inoculante à 
base de cinco bactérias diazotróficas das seguintes espécies: Azospirillum amazonense, 
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans e 
Burkholderia tropica. Este inoculante vem sendo apresentado como uma solução inovadora para a 
cultura da cana-de-açúcar e foi baseado nos estudos inicialmente desenvolvidos por Oliveira et al., 
(2002) e Oliveira et al., (2006). Os autores observaram que esse inoculante contribuiu com 29,2% 
do N via FBN. 

Os benefícios trazidos pelo novo inoculante lançado pela Embrapa podem se estender muito 
além da FBN na cultura de cana-de-açúcar. As espécies A. amozonense, G. diazotrophicus e 
bactérias do gênero Herbaspirillum, por exemplo, são consideradas bactérias promotoras de 
crescimento vegetal (PGPR) capazes de produzir hormônios vegetais como a auxina (BASTIÁN et 
al., 1998; RODRIGUES et al., 2008). Outra característica que tem sido observada é o efeito 
antagônico que algumas bactérias componentes do inoculante podem apresentar contra 
microrganismos fitopatogênicos (MUTHUKUMARASAMY, 2000; PIÑON et al., 2002; GUYON 
et al., 2003; BANSAL et al., 2005; BLANCO et al., 2005; ARENCIBIA et al., 2006; WEBER et al., 
2007).  
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Em 2000, foi publicado o primeiro trabalho demonstrando que G. diazotrophicus poderia 
agir no controle biológico de fitopatógenos de cana-de-açúcar. Muthukumarasamy (2000) observou 
que essa bactéria conseguiu inibir o crescimento de Colletotrichum falcatum, agente etiológico da 
podridão vermelha, em condições in vitro. Há relatos de atividade antagônica de G. diazotrophicus 
contra Xanthomonas albilineans. Piñon et al. (2002) detectou a secreção de uma provável proteína 
em cultura líquida que inibiu o crescimento dessa bactéria fitopatogênica. Antagonismo semelhante 
foi observado por Blanco et al. (2005), só que em tecidos de cana-de-açúcar em que ambas as 
bactérias foram inoculadas. A produção de um inoculante que, além de otimizar o aproveitamento 
da FBN, atue como controle biológico de fitopatógenos em cana-de-açúcar é uma alternativa 
bastante promissora para a agricultura como um todo, uma vez que reduz a quantidade de adubação 
nitrogenada e pode atuar na fitossanidade da planta. Mais estudos são necessários para desvendar os 
mecanismos e consolidar a eficácia da produção de substâncias antagônicas em G. diazotrophicus. 
O sequenciamento completo do genoma dessa bactéria associado a sua presença no inoculante de 
cana-de-açúcar abre novas oportunidades para avaliar o papel desempenhado por essa bactéria 
diazotrófica endofítica, principalmente no que se refere ao possível efeito antagônico do inoculante 
contra as bactérias e aos fitopatógenos da cana-de-açúcar. 

 
 

OBJETIVOS 
 

 Avaliar os efeitos potenciais da utilização da bactéria diazotrófica endofítica 
Gluconacetobacter diazotrophicus na produção de substâncias antagônicas por meio de:  

i) otimização de um protocolo in vitro para detectar a produção de substâncias antagônicas em G. 
diazotrophicus contra Xanthomonas albilineans; 
 
ii) avaliação do antagonismo de G. diazotrophicus contra outras espécies de bactérias que compõem 
o inoculante para cana-de-açúcar. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

1. Teste de antagonismo da estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a 
estirpe ICMP 196 de Xanthomonas albilineans 

Para este ensaio, utilizou-se a estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus, oriunda 
da coleção de culturas de bactérias diazotróficas da Embrapa Agrobiologia, e a estirpe ICMP 196 de 
Xanthomonas albilineans, obtida da coleção de bactérias fitopatogênicas do Instituto Biológico do 
Estado de São Paulo. 

Uma colônia característica de cada estirpe, obtida de cultivo em meio DYGS (RODRIGUES 
NETO et al., 1986), foi inoculada em um tubo de ensaio contendo 5 ml de meio líquido DYGS, 
permanecendo sob agitação constante de 200 rpm a 30°C. A estirpe de G. diazotrophicus foi 
incubada por 48 horas, enquanto a estirpe de X. albilineans foi cultivada por 24 horas. Para o teste 
de antagonismo, a bactéria G. diazotrophicus foi inoculada (100 µl) em três pontos equidistantes em 
placas contendo meio sólido DYGS e incubada por 24 horas a 30ºC. 
 
1.1 Avaliação da indução de substâncias antagônicas 
 

1.1.1 Método de adição de clorofórmio 
As placas contendo as culturas de G. diazotrophicus crescidas em meio sólido foram 

invertidas e foi adicionado 1 ml de clorofórmio na parte interna da tampa da placa a fim de matar as 
células formadoras das colônias. Foi aguardado o tempo de 1 hora para que o vapor do clorofórmio 
fumigasse as culturas. O clorofórmio residual foi evaporado pela abertura das placas por 1 hora 
dentro da capela de fluxo laminar. 

 
1.1.2 Método de exposição à radiação ultravioleta 
As colônias de G. diazotrophicus (estirpe PAL5) foram expostas por 20 minutos à radiação 
ultravioleta com as placas de petri abertas a fim de eliminar as células formadoras de colônias 
(GROSS e VIDAVER, 1978). Uma variação dessa metodologia foi a exposição à radiação 
ultravioleta dos tubos de ensaio, mantidos em posição vertical, sem tampas de vedação e contendo a 
cultura líquida de PAL5T em 5 ml de meio DYGS, antes da incubação em meio sólido para o 
crescimento das células. Como controles foram utilizadas culturas não expostas ao clorofórmio e à 
radiação ultravioleta. Em todos os testes, foram utilizadas três placas por tratamento. 

 
1.2 Cultivo da estirpe alvo de antagonismo em sobrecamada 

Seguiu-se a metodologia de antibiose por difusão em dupla camada descrita por Kékessy e 
Piguet (1970) com algumas modificações. Adicionou-se uma sobrecamada contendo 4 ml de meio 
DYGS fundente (45°C) com 1 ml de suspensão celular de X. albilineans. A análise de dados 
ocorreu após 24 horas de incubação por meio de detecção visual de presença ou ausência da 
formação de halo de inibição. Uma vez observada a formação de halo, foi realizada a medição de 
seu diâmetro. 

 

1.3 Avaliação do tempo de exposição à radiação ultravioleta para a indução de substâncias 
antagônicas 

Colônias da estirpe PAL5T de G. diazotrophicus foram inoculadas em um tubo de ensaio 
contendo 5 ml de meio líquido DYGS, permanecendo sob agitação constante de 200 rpm a 30°C 
por 48 horas, enquanto a estirpe de X. albilineans foi cultivada por 24 horas. Três alíquotas de 100 
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µl de suspensão líquida de G. diazotrophicus foram inoculadas em pontos equidistantes em uma 
placa contendo o meio sólido DYGS. A seguir, esses pontos foram submetidos à radiação 
ultravioleta por períodos de 5, 10, 20, 40 e 90 minutos para avaliar o melhor tempo de exposição à 
radiação para a indução de substâncias antagônicas. Após esse período, adicionou-se uma 
sobrecamada contendo 4 ml de meio DYGS semissólido (agar a 30%) e 1 ml de suspensão celular 
de X. albilineans. A análise de dados ocorreu de modo qualitativo por meio de detecção visual de 
presença ou ausência da formação de halo de inibição. Uma vez observado a formação de halo, 
houve a medição de seu diâmetro. 

Outro experimento semelhante, utilizando o mesmo tempo de exposição à radiação, foi 
realizado com a substância antagônica extraída da bactéria. Um volume de 50 ml de suspensão 
líquida de G. diazotrophicus foi submetido à radiação ultravioleta por períodos de 5, 10, 20, 40 e 90 
minutos para avaliar o melhor tempo de exposição para a indução de substâncias antagônicas e se 
estas eram excretadas pelas bactérias produtoras. Após esses períodos, as culturas foram 
centrifugadas a 18.514 x g e os sobrenadantes foram filtrados em filtro (miliporo) de 0,2 µm. Três 
alíquotas de 100 µl desse extrato foram inoculadas em pontos equidistantes em uma placa contendo 
o meio sólido DYGS. O restante do procedimento seguiu-se como descrito acima.  

 
1.4 Sensibilidade da atividade antagônica em temperatura elevada 
Colônias da estirpe PAL5T de G. diazotrophicus foram inoculadas em um tubo de ensaio contendo 
5 ml de meio líquido DYGS e permaneceram em agitação constante de 200 rpm a 30°C por 48 
horas, enquanto a estirpe de X. albilineans foi cultivada por 24 horas. A suspensão líquida foi 
centrifugada, sendo o sobrenadante filtrado em membrana de 0,22 µm. O extrato foi adicionado a 
microtubos, os quais foram submersos em água a uma temperatura de 95ºC por um período de 30, 
60 e 90 minutos. Após esses períodos, três alíquotas de 100 µl desse sobrenadante foram dispostas 
em pontos equidistantes em uma placa contendo o meio sólido DYGS. Adicionou-se uma 
sobrecamada contendo 4 ml de meio DYGS semissólido e 1 ml de suspensão celular de X. 
albilineans. A análise de dados ocorreu de modo qualitativo por meio de detecção visual de 
presença ou ausência da formação de halo de inibição. Uma vez observado a formação de halo, 
houve a medição de seu diâmetro. 

1.5 Indução da produção de bacteriocina de G. diazotrophicus e seu efeito contra X. albilineans 
por H2O2 

Uma colônia característica da estirpe PAL5T de G. diazotrophicus foi inoculada em 5 ml de 
meio líquido DYGS e incubada a 30ºC sob agitação de 200 rpm por 48 horas. Após o crescimento, 
esse pré-inóculo foi adicionado a erlenmeyers de 125 ml contendo meio DYGS, a fim de se obter 
uma cultura de 10 ml com uma D.O. de 0,6 no comprimento de onda de 600 nm. Em cada 
erlenmeyer contendo o inóculo, foram adicionadas diferentes concentrações de H2O2 (25 µM, 100 
µM e 500 µM). A ausência de H2O2 foi utilizada como tratamento controle. Após a adição de H2O2, 
a cultura líquida ficou sob agitação durante 60 minutos a 30ºC e 200 rpm. Após esse período, três 
alíquotas de 100 µl da suspensão celular foram inoculadas em pontos equidistantes em uma placa 
contendo o meio sólido DYGS e incubadas por 24 horas. Foram utilizadas três repetições por 
tratamento. Paralelamente, retirou-se uma colônia característica da estirpe de ICMP 196 de 
Xanthomonas albilineans, a qual foi inoculada em 5 ml de meio DYGS e incubada por 24 horas a 
30ºC, sob agitação de 200 rpm. Após o tempo de incubação, esse inóculo foi utilizado para formar a 
sobrecamada sobre as alíquotas de G. diazotrophicus já incubadas anteriormente como já descrito 
acima. Desse modo, 1 ml da cultura de X. albilineans foi adicionada a 4 ml de meio DYGS 
semissólido e vertido sobre as placas já inoculadas previamente com G. diazotrophicus. As placas 
foram incubadas a 30ºC por 24 horas. A análise de dados ocorreu de modo qualitativo por meio de 
detecção visual de presença ou ausência da formação de halo de inibição. Para todos os testes, 
foram utilizadas três placas por tratamento. 
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2. Teste de antagonismo da estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus contra as 
bactérias do inoculante de cana-de-açúcar  
 

2.1 Antagonismo da estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus induzida por UV 
contra as bactérias do inoculante de cana-de-açúcar (HRC54, HCC103, CBAmC, PPe8). 

Uma colônia característica da estirpe PAL5T de G. diazotrophicus foi inoculada em 5 ml de 
meio líquido DYGS e incubada a 30ºC sob agitação de 200 rpm por 48 horas. Após o crescimento, 
a cultura foi ajustada para uma D.O. de 0,6 no comprimento de onda de 600 nm,  utilizando um 
espectrofotômetro. O tubo de ensaio contendo a cultura líquida foi mantido em posição vertical e 
sem tampa de vedação, e as culturas nele contido foram submetidas à radiação ultravioleta (λ = 254 
nm) por 20 minutos. Após esse período, três alíquotas de 100 µl da suspensão celular foram 
inoculadas em pontos equidistantes em uma placa contendo o meio sólido DYGS e incubadas por 
24 horas. Como controles dos testes de antagonismo, foram utilizadas culturas não expostas à 
radiação ultravioleta. Para todos os testes, foram utilizadas três placas por tratamento. 

Paralelamente, retirou-se uma colônia característica de cada estirpe que compõe o inoculante 
de cana-de-açúcar (estirpe HRC54 de Herbaspirillum seropedicae, HCC103 de Herbaspirillum 
rubrisubalbicans, CBAmC de Azospirilum amazonense e PPe8 de Burkholderia tropica) das placas 
contendo seus meios semisseletivos [NFb (DÖBEREINER et al., 1995) modificado para HRC54 e 
HCC103, LGI (DÖBEREINER et al., 1995) para CBAmC e JMV (BALDANI et al., 2000)para 
PPe8]. Essas colônias foram inoculadas em 5 ml de meio DYGS e incubadas por 24 horas a 30ºC 
sob agitação de 200 rpm. Após o tempo de incubação, essas culturas foram utilizadas para formar a 
sobrecamada sobre as alíquotas de G. diazotrophicus já incubadas anteriormente conforme descrito 
acima. Desse modo, 1 ml de cada estirpe do inoculante foi adicionado a 4 ml de meio DYGS 
semissólido e vertido sobre as placas já inoculadas previamente com G. diazotrophicus. As placas 
foram incubadas a 30ºC por 24 horas. A análise qualitativa dos dados foi feita por meio de detecção 
visual de presença ou ausência da formação de halo de inibição. Uma vez observado a formação de 
halo, foi realizada a medição de seu diâmetro. 

 
2.2 Antagonismo de G. diazotrophicus induzida por H2O2 contra as bactérias do inoculante de 
cana-de-açúcar 

O mesmo experimento descrito acima foi utilizado para avaliar a influência de H2O2 no 
antagonismo de G. diazotrophicus sobre as bactérias do inoculante. Uma colônia de PAL5T foi 
inoculada em 5 ml de meio líquido DYGS e incubada a 30ºC sob agitação de 200 rpm por 48 horas. 
Após o crescimento, o pré-inóculo foi adicionado em erlenmeyers contendo meio DYGS a fim de 
se obter uma cultura de 10 ml com uma D.O. de 0,6 no comprimento de onda de 600 nm. Em cada 
erlenmeyer contendo o inóculo, foram adicionadas diferentes concentrações de H2O2 (25 µM, 100 
µM e 500 µM). A ausência de H2O2 foi utilizada como tratamento controle. Após a adição de H2O2, 
a cultura líquida ficou sob agitação durante 60 minutos a 30ºC sob agitação de 200 rpm. Após esse 
período, três alíquotas de 100 µl da suspensão celular foram inoculadas em pontos equidistantes em 
uma placa contendo o meio sólido DYGS e incubadas por 24 horas. Foram realizadas três 
repetições por tratamento. As estirpes HRC54 de Herbaspirillum seropedicae, HCC103 de 
Herbaspirillum rubrisubalbicans, CBAmC de Azospirilum amazonense e PPe8 de Burkholderia 
tropica foram inoculadas em 5 ml de meio DYGS e incubadas por 24 horas a 30ºC sob agitação de 
200 rpm. Após o tempo de incubação, essas culturas foram utilizadas para formar a sobrecamada 
sobre as alíquotas de G. diazotrophicus já incubadas anteriormente como já descrito no item 
anterior.  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

1. Teste de antagonismo da estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a 
estirpe ICMP 196 de Xanthomonas albilineans 
 
1.1 Avaliação da indução de substâncias antagônicas 

Não foi observado antagonismo da bactéria G. diazotrophicus, utilizada como produtora de 
substâncias antagônicas, contra a bactéria X. albilineans, quando o clorofórmio foi utilizado para a 
morte celular (Figura 8A). Como era esperado, também não foi observada a presença de halo no 
tratamento controle (ausência de exposição ao clorofórmio) (Figura 8B). 

 

 
 

Figura 8: Antagonismo da estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a estirpe ICMP 196 de 
Xanthomonas albilineans aplicada em sobrecamada. A: células de PAL5T mortas pela adição de clorofórmio; B: 
controle negativo (células não tratadas com clorofórmio). 

Segundo a literatura, resultados positivos de antagonismo foram observados quando 
utilizada a metodologia de antibiose por dupla camada com a adição de clorofórmio na avaliação de 
estirpes de G. diazotrophicus contra outras estirpes dessa mesma espécie (MUÑOZ-ROJAS et al., 
2005). Não está clara a razão do efeito observado contra outras estirpes da mesma espécie e não 
contra uma estirpe de outra espécie, porém é consenso que uma das características das substâncias 
antagônicas (dentre elas as bacteriocinas) é justamente seu potencial letal contra microrganismos 
filogeneticamente relacionados. Também não foi observada atividade antagônica contra X. 
albilineans quando as colônias já incubadas da G. diazotrophicus foram tratadas com radiação 
ultravioleta (Figura 9A). Existem diversos estudos de antagonismo entre bactérias que utilizam a 
exposição à radiação ultravioleta na metodologia empregada (KYEREMEH et al., 2000; BEGLEY 
et al., 2009). Nesses estudos, as estirpes com o potencial antagônico a serem testados são expostas à 
radiação ultravioleta no próprio meio que receberá a segunda camada. A finalidade do UV nestes 
estudos é assegurar a morte das bactérias e, consequentemente, excluir a possibilidade de que o 
antagonismo seja devido a alguma competição entre as duas bactérias a serem testadas, assim como 
induzir a produção de substâncias antagônicas. Entretanto, a presença de halo só foi observada 
quando a G. diazotrophicus foi irradiada com UV durante seu crescimento prévio em meio líquido 
(Figura 9B).  
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Figura 9: Antagonismo da estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus contra a estirpe ICMP 196 de 
Xanthomonas albilineans. A: exposição das colônias de PAL5T à radiação ultravioleta após o crescimento da bactéria 
na placa por 24 horas; B: Exposição da cultura líquida de PAL5T à radiação ultravioleta por 20 minutos,  seguida da 
inoculação em placas contendo o meio de cultivo DYGS. Em ambos os casos, uma sobrecamada de meio de cultivo 
contendo X. albilineans foi inoculada após a incubação por 24 horas. 
 

Os resultados apresentados sugerem que a radiação ultravioleta induziu a produção de 
compostos antimicrobianos na estirpe PAL5T de G. diazotrophicus durante a exposição das células 
no início da fase estacionária em meio de cultura líquida. A média do tamanho dos halos nas três 
repetições foi de 3,91 cm. A razão de a indução só ocorrer em G. diazotrophicus em cultura líquida 
ainda é desconhecido. É possível que a estrutura da colônia formada em meio sólido sirva como 
uma espécie de barreira física para a entrada da radiação UV, exportação de agentes antagonistas 
induzidos ou mesmo que a quantidade de substância liberada seja pequena e insuficiente para a 
formação de halo.  

Tal mecanismo de indução de antagonismo foi demonstrado por Spangler et al. (1985), que 
sugerem que a produção de agentes antimicrobianos, como bacteriocinas, em bactérias gram-
negativas é induzida pela presença de agentes que danificam o DNA ou por fatores ambientais 
como o aumento da densidade populacional ou falta de nutrientes. Quando essas bactérias são 
expostas à radiação ultravioleta, bacteriocinas são produzidas em larga escala (JAMES et al., 1996). 
Segundo os autores, o fator responsável por essa indução é o “sistema SOS de reparo do DNA”. 
Esse sistema é responsável por ativar uma proteinase denominada RecA, que, por sua vez, inativa a 
proteína LexA, que é repressora do gene que codifica a bacteriocina (SPANGLER et al., 1985). Já é 
consenso que a luz ultravioleta pode induzir a produção de bacteriocinas em bactérias gram - 
negativas (EXPERT; TOUSSAINT, 1985; MATSUI et al., 1993; PARRET et al., 2003; DE LOS 
SANTOS et al., 2005). Alguns estudos têm demonstrado que isso também pode ocorrer em 
bactérias gram-positivas (DUPUY et al., 2005). 

Dupuy et al. (2005) concluíram que a expressão do gene plasmidial BCN5, que codifica uma 
bacteriocina na bactéria Clostridium perfrigens, era dependente in vivo e in vitro da proteína UviA. 
Os autores observaram que um dos promotores do respectivo gene só foi induzido depois que as 
células foram submetidas à exposição de luz ultravioleta. Esse mecanismo mostrou-se conservado 
uma vez que a mesma dinâmica ocorreu em outras espécies de Clostridium, como: Clostridium 
tetani e Clostridium botulinum. Já os trabalhos de De Los Santos et al. (2005) corroboraram as 
observações de Spangler et al, (1985). Os autores observaram que algumas espécies de 
Pseudomonas eram capazes de inibir o crescimento de certas estirpes de P. putida e P. fluorescens. 
Com a construção de mutantes aleatórios, foi possível selecionar fenótipos que não produziam 
bacteriocina. Da análise de sequenciamento de DNA das regiões mutagenizadas, os autores 
concluíram que essa característica se devia ao silenciamento do gene recA. 

Trabalhos de Matsui et al. (1993) sugerem outras vias de regulação da síntese de 
bacteriocina, embora o mecanismo seja bastante semelhante. Como já descrito, muitos autores 
afirmam que a produção de piocinas em Pseudomonas aeruginosa é induzida pelo sistema de 
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reparo SOS, dependente da proteína repressora LexA (SANO e KAGEYAMA, 1993; DE LOS 
SANTOS et al., 2005). Os autores demonstraram que mutantes deficientes na produção das piocinas 
R2, F2 e S2 possuíam o gene prtN defectivo. Estudos por homologia não demonstraram qualquer 
tipo de relação entre esse gene e os genes recA ou lexA. Isso sugere que o gene prtN é um ativador 
de vários genes que codificam piocinas. Nesse mesmo trabalho, foi identificado o gene prtR, que 
seria um repressor do gene prtN. Por esse modelo de regulação, sob condições de não indução 
(como ausência de indução à luz ultravioleta), a expressão do gene de ativação prtN é bloqueada 
pelo repressor PrtR. Expostas as bactérias à luz ultravioleta ou a outro agente que possa causar 
danos ao DNA, o repressor PrtR é clivado pela proteína ativada RecA. Com a clivagem do gene 
prtR, o gene prtN é então expresso ativando a expressão dos genes que codificam a piocina em P. 
aeruginosa.  

 Entretanto, outros autores observaram atividade antagônica sem que as bactérias produtoras 
fossem submetidas a qualquer tipo de estímulo externo (OGUNBANWO et al., 2003; PARRET et 
al., 2005; ONBASLI e ASLIM, 2008; BARRETEAU et al., 2009). Trabalhos de Ogunbanwo et al. 
(2003) revelaram que a bacteriocina de bactérias láticas, como Lactobacillus plantarum e 
Lactobacillus brevis, que produziu atividade inibitória contra diversas bactérias, tanto gram-
positivas quanto gram-negativas, não foi induzida pela presença de luz ultravioleta quando 
comparada ao controle (sem indução). Barreteau et al. (2009) também observaram a formação de 
halos de Pseudomonas fluorescens contra a estirpe DET08 de P. aeruginosa sem qualquer tipo de 
indução externa. A expressão em E. coli dos genes llpA1 e llpa2, que codificam a bacteriocina LlpA 
em P. fluorescens, também não aumentou quando as bactérias foram expostas à radiação UV 
(PARRET et al., 2005). Outra bactéria do solo que apresenta atividade antagônica sem a 
necessidade de indução por UV é a espécie Paenibacillus peoriae. A estirpe NRRL BD-62 dessa 
bactéria possui um grande potencial no controle biológico segundo Von Der Weid et al. (2003), 
pois, além de produzir substâncias antagônicas sem a necessidade de indução contra diversas 
bactérias (Rhizobium tumefaciens, Micrococcus sp., Ralstonia solanacearum), ainda é capaz de 
realizar fixação biológica de nitrogênio. 

Experimentos de Muñoz-Rojas et al. (2005) mostraram que as estirpes PAL5T, PRX3, 
PRX6, PBD17 e PBD4 de Gluconacetobacter diazotrophicus possuem a capacidade de inibir várias 
outras estirpes da mesma espécie. Os autores utilizaram a mesma metodologia para a avaliação do 
antagonismo, mas sem exposição das células à luz ultravioleta. A razão pela qual a estirpe PAL5T 
necessita de indução para inibir X. albilineans e que inibe o crescimento de outras estirpes de G. 
diazotrophicus espontaneamente ainda é desconhecida. Uma hipótese é que PAL5T sintetize a 
substância antagônica naturalmente, mas que os níveis de produção se limitem a uma quantidade 
baixa que controle apenas o crescimento de outras estirpes. Já para o antagonismo de X. albilineans, 
seria necessário uma indução externa que estimulasse uma maior produção de bacteriocina para esta 
ser efetiva. Outra hipótese seria a produção de mais de uma bacteriocina por G. diazotrophicus. 
Haveria, como decorrência, duas bacteriocinas: uma dependente de indução e que resultaria no 
antagonismo a X. albilineans; a outra, produzida naturalmente e que inibiria as outras estirpes de G. 
diazotrophicus. De fato, muitas espécies são capazes de produzir bacteriocinas distintas no mesmo 
microrganismo (GAJIC et al., 1999). Em bactérias láticas, por exemplo, como na estirpe BGMN 1-
5 de Lactococcus lactis subsp. Lactis, são produzidas dois tipos distintos de bacteriocina, inclusive 
com massas diferentes (20 kDa e de 10 kDa). Dessa forma, a síntese de mais de uma bacteriocina 
em G. diazotrophicus, além de não ser improvável, pode ser certamente possível. 
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1.2 Avaliação do tempo de exposição à radiação ultravioleta para a indução de substâncias 
antagônicas 

O efeito do tempo de exposição da radiação ultravioleta a 254 nm sobre a indução do efeito 
antagônico foi avaliado nos tempos de 5, 10, 20, 40 e 90 minutos em culturas em suspensão líquida 
e no extrato celular de G. diazotrophicus são apresentadas nas Figuras 10 e 11, respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10: Efeito do tempo de exposição à radiação ultravioleta sobre a indução da síntese de substâncias antagônicas 
em suspensão bacteriana de G. diazotrophicus contra X. albilineans. As Figuras das letras A a E mostram os resultados 
da exposição à radiação por 5, 10, 20, 40 e 90 minutos, respectivamente. 
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Figura 11: Efeito do tempo de exposição à radiação ultravioleta do extrato celular de G. diazotrophicus sobre a indução 
da síntese de substâncias antagônicas contra a bactéria X. albilineans. As Figuras das letras A a E mostram os resultados 
da exposição à radiação por 5, 10, 20, 40 e 90 minutos, respectivamente. 
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Na primeira avaliação (Figura 10), em que suspensões líquidas de G. diazotrophicus foram 

expostas à radiação, foi observado que o tratamento de cinco minutos de exposição se mostrou 
inferior quanto à indução do antagonismo aos demais (Figura 10A). Esse período foi insuficiente 
para que o efeito antagônico tenha sido completamente induzido. O halo de inibição contra a 
bactéria X. albilineans foi maior com 10 e 20 minutos (Figura 10B e C), decrescendo 
gradativamente com tempos maiores de exposição (Figura 10D e E). 

No segundo experimento (Figura 11), adotou-se o mesmo tempo de exposição à radiação, 
porém foi utilizado o extrato celular. Verificou-se que não houve indução da atividade antagônica 
nos tempos de 5 e 90 minutos (Figura 11 A e E). Já com o tempo de irradiação de 10 e 40 minutos, 
observou-se a formação de halo apenas na margem em que o extrato celular foi inoculado (Figura 
11 B e D). O tempo de 20 minutos de exposição à radiação ultravioleta foi o que se mostrou mais 
satisfatório para a indução de substâncias antagônicas contra a bactéria X. albilineans. 
 Resultados semelhantes foram observados por Khalil et al. (2009) quando a bactéria Bacillus 
megaterium foi exposta a diferentes períodos de luz ultravioleta (15, 30, 60 e 90 minutos) em 
ensaios de culturas líquidas com o extrato celular contra as bactérias Salmonella typhimurium e 
Staphylococcus aureus, sendo o tempo de 30 minutos o que acarretou a maior redução de 
crescimento. Na caracterização da bacteriocina produzida pelas estirpes Ech25 e Ech33 de 
Pectobacterium chrysanthemi, Echandi e Moyer (1979) testaram vários tempos de indução da 
bacteriocina à luz ultravioleta (0, 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 minutos) no extrato celular. Os autores 
concluíram que os tempos de 0,5 e 1 minuto foram os mais eficientes para a indução da atividade 
antagônica. Diferenças entre a bacteriocina e a metodologia empregada nos trabalhos com P. 
chrysanthemi e G. diazotrophicus podem ser observadas. Em primeiro lugar, a síntese de 
bacteriocina em P. chrysanthemi ocorre espontaneamente, sem a necessidade de indução. A luz 
ultravioleta apenas estimulou uma maior produção da bacteriocina em P. chrysanthemi, uma vez 
que esta já era produzida naturalmente. Outra diferença está na metodologia empregada na radiação. 
No caso da bactéria P. chrysanthemi, seu extrato foi colocado em placas de petri e irradiado. A 
superfície de radiação foi muito maior que em tubos de ensaio em que a G. diazotrophicus foi 
exposta. Para ter a mesma quantidade de radiação, esta necessitaria de muito mais tempo de 
exposição para ter o mesmo efeito que nos experimentos de Echandi e Moyer (1979). Por último, os 
autores utilizaram as mesmas estirpes como o microrganismo a ser inibido. É consenso na literatura 
que uma das características das bacteriocinas é seu poder letal contra bactérias filogeneticamente 
próximas (IVANOVICS, 1962; YONEZAWA et al., 2008; KAMOUN et al., 2009; 
MALDONADO-BARRAGÁN, 2009). Entretanto, em muitos trabalhos, o antagonismo se dá entre 
bactérias de grupos diferentes (JABRANE et al., 2002; ZIHLER et al., 2009; IZQUIERDO et al., 
2009; REA et al., 2010). É possível que certas bacteriocinas tenham mais facilidade de inibir 
bactérias do mesmo grupo do que de grupos diferentes e, por isso, a necessidade de menor tempo de 
indução.  
 
1.3 Sensibilidade da atividade antagônica a temperatura elevada 
 Munõz-Rojas et al. (2005), estudando a produção de substâncias antagônicas entre as 55 
estirpes de G. diazotrophicus, também avaliaram a estabilidade térmica da bacteriocina advinda do 
extrato celular. Os autores concluíram que, após 1 hora a 95 ºC, a atividade antagônica ainda 
permanecia. No entanto, esta foi perdida quando esse período foi estendido para 2 horas ou mais. 
Para se avaliar a possibilidade de se tratar da mesma substância, foi realizado um experimento no 
qual o extrato celular de G. diazotrophicus sofreu um tratamento térmico também a 95ºC por 
diferentes períodos de tempo (30, 60 e 90 minutos). Nessa avaliação, a substância antagônica 
produzida pela bactéria G. diazotrophicus não foi resistente ao tratamento térmico de 95ºC por 30 
minutos. A bactéria X. albilineans conseguiu se desenvolver pela placa como um todo, não havendo 
a formação de halo. A partir dessa constatação, pode-se sugerir que as substâncias encontradas em 
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ambos os estudos não são as mesmas e que talvez G. diazotrophicus possa produzir mais de uma 
substância antagônica. Mais estudos são necessários para se avaliar a termoestabilidade da 
bacteriocina sintetizada contra X. albilineans. Como já discutido anteriormente, alguns 
microrganismos produzem mais de uma bacteriocina (GAJIC et al., 1999). Os trabalhos de Krier et 
al. (1998) demonstraram que as duas bacteriocinas sintetizadas pela estirpe FR52 de Leuconostoc 
mesenteroides subsp. Mesenteroides possuíam até características químicas diferentes. A 
temperatura pode influenciar significativamente na produção de bacteriocina, sendo 20ºC a 
temperatura ótima para a bacteriocina mesenterocina 52A e 25ºC, para a mesenterocina 52B. 
 
1.4 Indução da produção de substâncias antagônicas de G. diazotrophicus contra X. albilineans 
por H2O2. 
 O H2O2 foi capaz de induzir o antagonismo da estirpe PAL5T contra X. albilineans na 
concentração de 100 µM (Figura 12). A média dos halos produzidos pela PAL5T foi de 2,55 cm. As 
concentrações de 25 e 500 µM não induziram a formação de halos no meio de cultivo. 

 

Figura 12: Avaliação da indução da atividade antagônica por H2O2 em diferentes concentrações (0, 25, 100 e 500 µM) 
na síntese de substâncias antagônicas contra X. albilineans. As figuras das letras A a D mostram os resultados da 
exposição a 0, 25, 100 e 500 µM de  H2O2, respectivamente. 
  
 As concentrações selecionadas foram baseadas no trabalho de Kemp et al. (2004) e de 
Meneses (2010), que avaliaram diferentes concentrações de H2O2 na sobrevivência de Xanthomonas 
axonopodis pv. manihotis e G. diazotrophicus, respectivamente. Meneses (2010) observou que a 
estirpe PAL5T não sobreviveu quando o H2O2 na concentração de 1000 µM foi adicionado à 
suspensão líquida. Além disso, observou que a sobrevivência de G. diazotrophicus foi de 80% na 
concentração de 500 µM. Em contraste, neste trabalho, G. diazotrophicus não conseguiu sobreviver 
na concentração de 500 µM. 
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 O peróxido de hidrogênio (H2O2) pode estar presente e provir de diversas fontes. Muitas 
vezes, é um componente secundário derivado da reação da superóxido dismutase que catalisa a 
dismutação do superóxido (O2

-) em oxigênio e H2O2. Muitas oxidases como a D-aminoácido 
oxidase podem ser fontes de H2O2 (FARR e KOGOMA, 1991). Eisenstark (1989) também já 
demonstrou que o peróxido de hidrogênio é um fotoproduto da irradiação ultravioleta. Além disso, 
a partir do H2O2, na presença de ferro, é possível produzir outras espécies ativas de oxigênio, como 
o radical hidroxila (OH-), por meio da reação de Fenton. As células expostas ao H2O2 causam 
quebra na fita do DNA na presença de Fe+2 (IMLAY e LINN, 1986). A fita de DNA quebrada induz 
a resposta SOS de reparo do DNA (LITTLE e MOUNT, 1982).  

No trabalho de Ananthaswamy e Eisenstark (1977), o tratamento com H2O2 resultou na 
indução da quebra dos deoxiribonucleicos em fita simples de DNA. Essa quebra foi reparada 
parcialmente nos mutantes defectivos de polA1, recA e recB, e reparada totalmente nas estirpes 
selvagens. Já Carlson e Carpenter (1980) demonstraram que mutantes de E. coli defectivos na 
síntese da proteína recA são muito sensíveis ao H2O2, sendo esta a principal proteína responsável 
pela sobrevivência das células após a exposição ao peróxido (IMLAY e LINN, 1987). Carlson e 
Carpenter demonstraram que, em E.coli, o produto do gene recA é mais importante na proteção 
contra os efeitos deletérios do peróxido de hidrogênio do que as próprias enzimas catalase e a 
superóxido dismutase. Segundo Cascales et al. (2007), em E. coli, após danos ao DNA por agentes 
mutagênicos e carcinogênicos, a expressão da recA também estimula a autoclivagem do repressor 
LexA, permitindo a transcrição do operon da colicina. O mesmo mecanismo foi encontrado em 
outras bactérias. Em espécies de Klebisiella, foram encontrados sequências codificantes 
apresentando grande similaridade com as encontradas em E. coli (CHAVAN et al., 2005). O mesmo 
foi observado em Enterobacteriaceas (CURSINO et al., 2002). Com base nessas informações, pode-
se sugerir que muito provavelmente a substância antagônica presente em G. diazotrophicus seja 
mesmo uma bacteriocina, uma vez que o sistema SOS de reparo do DNA, ativado por diversas 
substâncias como peróxido de hidrogênio, tem a capacidade de ativar a transcrição dessa proteína. 

 

2. Teste de antagonismo da estirpe PAL5T de Gluconacetobacter diazotrophicus contra as 
bactérias do inoculante de cana-de-açúcar 

2.1 Avaliação da indução de substâncias antagônicas por radiação ultravioleta 
 Não foi observado antagonismo da estirpe PAL5T contra nenhuma das estirpes do inoculante 
(HRC54 de Herbaspirillum seropedicae, HCC103 de Herbaspirillum rubrisubalbicans, CBAmC de 
Azospirillum amazonense e PPe8 de Burkholderia spp.) nos tratamentos em que a estirpe PAL5T 
não foi submetida a radiação ultravioleta (Figura 13).  
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Figura 13: Antagonismo de G. diazotrophicus contra as bactérias que compõem o inoculante. As estirpes das figuras 
são: A: HRC54 de H. seropedicae, B: HCC103 de H. rubrisubalbicans, C: CBAmC de A. amazonense e D: PPe8 de B. 
tropica. 
 
 Entretanto, quando a cultura líquida da estirpe PAL5T foi exposta a UV, foi observado halo 
de inibição no crescimento em ambas as espécies de Herbaspirillum (Figura 14). A média do 
diâmetro dos halos de inibição na estirpe HRC54 de H. seropedicae e na estirpe Hcc de H. 
rubrisubalbicans foi de 1,79 e 1,83 cm, respectivamente. 
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Figura 14: Antagonismo de G. diazotrophicus expostas a radiação UV por 20 minutos contra as bactérias que 
compõem o inoculante. As estirpes das figuras são: A: HRC54 de H. seropedicae, B: HCC103 de H. rubrisubalbicans, 
C: CBAmC de A. amazonense e D: PPe8 de B. tropica. 

 

2.2 Indução da produção de bacteriocina de G. diazotrophicus contra as bactérias do 
inoculante de cana-de-açúcar por H2O2. 
 Os resultados do experimento da avaliação de H2O2 sobre o antagonismo de PAL5T 
demonstraram a ausência de antagonismo da estirpe HRC54, CbamC e PPe8 em todas as 
concentrações utilizadas (figura não demonstrada). Foi observado um antagonismo fraco contra a 
estirpe HCC103 de H. rubrisubalbicans, tanto no experimento cuja cultura líquida de PAL5T foi 
submetida a radiação UV (χhalo = 1,83 cm) (Figura 14) quanto na adição de H2O2 na concentração de 
100 µM (χhalo = 1, 62 cm) (Figura 15). Como no experimento de indução do antagonismo de PAL5T 
contra X. albilineans por H2O2, a concentração de 500 µM ocasionou a morte celular da estirpe 
produtora. 
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Figura 15: Avaliação da indução de H2O2 em diferentes concentrações (0, 25, 100 e 500 µM) na síntese de substâncias 
antagônicas contra a estirpe HCC103 de H. rubrisubalbicans. As figuras das letras A a D mostram os resultados da 
exposição a 0, 25, 100 e 500 µM de  H2O2, respectivamente. 
 

 

Na literatura, existem poucos trabalhos abordando a produção de substâncias antagônicas 
por G. diazotrophicus contra outros microrganismos. Os organismos testados contra seu 
antagonismo foram: as bactérias X. albilineans (PIÑON et al., 2002; BLANCO et al., 2005; 
ARENCIBIA et al., 2006), G. johannae, G. azotocaptans, G. liquefaciens, G. oxidans, G. hansenii, 
Acetobacter aceti, A. pasteurianus, Azospirillum brasilense, Frateuria aurantia, Klebsiella 
pneumoniae, Rhizobium sp., Rhizobium etli e Sinorhizobium meliloti (MUÑOZ-ROJAS et al., 
2005); o fungo Colletotrichum falcatum (MUTHUKUMARASAMY, 2000) e o nematoide 
Meloidogyne incognita (BANSAL et al., 2006). Das bactérias citadas acima, apenas X. albilineans 
(PIÑON et al., 2002; BLANCO et al., 2005; ARENCIBIA et al., 2006), G. azotocaptans, G. 
johannae e G. liquefaciens (MUÑOZ-ROJAS et al., 2005) tiveram inibição em seu crescimento. Na 
inibição das diferentes espécies de Gluconacetobacter avaliada por Muñoz-Rojas et al. (2005), a 
bacteriocina produzida não necessitou ser induzida por nenhum agente externo, como radiação UV 
ou adição de peróxido de hidrogênio. Porém, com esse tratamento, não foi observado o 
antagonismo entre bactérias filogeneticamente distantes. Como já discutido anteriormente, uma 
hipótese sugerida é que a bacteriocina avaliada por Muñoz-Rojas et al. (2005) seja diferente da 
detectada neste trabalho.  
 O estudo do efeito inibitório de G. diazotrophicus contra as demais bactérias diazotróficas 
que também compõem o inoculante, é pioneiro e inédito. Os estudos de avaliação da interação entre 
as bactérias que compõem o inoculante são fundamentais para melhorar o potencial biotecnológico 
dessas bactérias no aumento da produtividade de cana-de-açúcar e demais gramíneas. A partir 
desses resultados, pode-se concluir que a estirpe PAL5T de G. diazotrophicus não é capaz de 
produzir substâncias antagônicas contra as bactérias que compõem o inoculante em condições de 
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não indução (quando não exposta ao H2O2 ou radiação UV). No ambiente, sabe-se que os 
organismos são expostos a raios UV oriundos da luz solar; entretanto, é possível que G. 
diazotrophicus esteja protegida da radiação por ser um microrganismo endofítico. Sendo assim, a 
própria planta poderia atuar como uma barreira protegendo esse microrganismo dos raios UV, não 
acarretando assim antibiose contra as estirpes do inoculante.  

Entretanto, sabe-se que a inoculação de G. diazotrophicus pode ativar processos de defesa 
do hospedeiro (DE CARVALHO et al., 2011). Lambais et al. (2001) estudaram in silico a expressão 
diferencial de genes de defesa de cana-de-açúcar quando esta foi inoculada com bactérias 
diazotróficas endofíticas. Esses autores observaram a superexpressão do gene que codifica a enzima 
óxido nítrico sintetase (NOS1) nas plantas inoculadas com G. diazotrophicus. Segundo Clark et al. 
(2000), o óxido nítrico está envolvido na regulação do acúmulo de peróxido de hidrogênio durante 
o processo de defesa ao patógeno, inibindo as atividades da catalase e peroxidase. Curiosamente, 
esse gene foi reprimido em plantas inoculadas com H. rubrisubalbicans (LAMBAIS et al., 2001). 
Segundo o autor, quando a cana-de-açúcar é inoculada com H. rubrisubalbicans não há indução 
sistêmica dos genes de mecanismo de defesa enquanto que essa resistência sistêmica é observada 
em plantas inoculadas com G. diazotrophicus. Sendo assim, mais estudos são necessários visando à 
avaliação da interação das bactérias do inoculante dentro da própria planta de cana-de-açúcar no 
intuito de se avaliar a presença de peróxido de hidrogênio liberada pela planta e se sua quantidade é 
capaz de induzir a síntese de compostos antimicrobianos. 

 
CONCLUSÕES 

 

i) O método de antibiose por dupla camada com radiação UV das suspensões líquidas de G. 
diazotrophicus se mostrou eficiente para a avaliação de seu antagonismo contra X. 
albilineans e as bactérias do inoculante. 
 

ii)  A radiação ultravioleta estimula a produção de substâncias antagônicas pela estirpe PAL5T 
da bactéria endofítica G. diazotrophicus, tanto para a suspensão bacteriana quanto para o 
sobrenadante em meio líquido, contra a bactéria X. Albilineans. 
 

iii)  Foi observado antagonismo contra a estirpe HCC103 de H. rubrisubalbicans pela estirpe 
PAL5T de G. diazotrophicus, quando estas foram submetidas à radiação UV. 

 
iv) O peróxido de hidrogênio (H2O2) na concentração de 100 µM induziu o antagonismo de 

PAL5T contra X. albilineans e contra H. rubrisubalbicans. 
 

v) A estirpe PAL5T, na ausência de indução, não apresentou antibiose contra nenhuma das 
bactérias testadas. 
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CAPÍTULO II  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO DE MUTANTES DEFECTIVOS EM GENES QUE 
CODIFICAM A BACTERIOCINA DO TIPO LINOCINA M18 E UM 
TRANSPORTADOR DE BACTERIOCINA EM Gluconacetobacter 
diazotrophicus ESTIRPE PAL5T 
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RESUMO 
 
A produção de substâncias antagônicas por bactérias diazotróficas endofíticas tem se mostrado uma 
nova ferramenta no controle biológico de doenças que atacam culturas como a cana-de-açúcar. 
Diversas substâncias antagônicas de origem proteica, denominadas bacteriocinas, já mostraram seu 
potencial biotecnológico contra diversas bactérias fitopatogênicas. O objetivo deste trabalho foi 
identificar genes relacionados à bacteriocina no genoma de G. diazotrophicus e avaliar seu possível 
envolvimento antagônico contra X. albilineans, agente etiológico responsável pela escaldadura das 
folhas em cana-de-açúcar. As ORFs (GDI_0415 e GDI_3499) presentes no genoma de G. 
diazotrophicus e anotadas como uma bacteriocina e seu transportador foram selecionadas e 
analisadas por ferramentas de bioinformática. Foi construída uma árvore filogenética para cada 
ORF com o objetivo de se avaliar a similaridade desses genes em relação a outros microrganismos. 
Além disso, as duas ORFs foram amplificadas com iniciadores específicos, clonadas e inativadas 
utilizando o transposon EZ::Tn5<KAN-2>. Os mutantes defectivos na bacteriocina e no 
transportador foram então validados molecularmente por PCR de colônia e PCR invertido. Foram 
avaliados possíveis efeitos pleiotrópicos sobre a fisiologia da bactéria tais como tempo de geração 
em meio líquido, morfologia de colônia em meios específicos, produção de auxina e avaliação da 
atividade da enzima nitrogenase. A análise da árvore filogenética construída para a bacteriocina 
mostrou a formação de dois grandes ramos, um composto por bactérias da família das 
Burkholderiaceae e outro por bactérias do grupo das α- proteobactérias. Já as bactérias da árvore 
filogenética do transportador agruparam-se no filo das Proteobactérias. Não foram observadas 
diferenças morfológicas nas colônias dos mutantes quando crescidos tanto no meio sólido LGI-P 
quanto em Batata-P. Foram observados efeitos pleiotrópicos para a produção de auxina e atividade 
da nitrogenase uma vez que os mutantes produziram significativamente menores teores de AIA e 
etileno, respectivamente. A estirpe selvagem e o mutante MUTGDI_3499 inibiram o crescimento 
de X. albilineans após a exposição da cultura líquida de PAL5T  à luz ultravioleta. Em contraste, 
não foi observado presença de halo na bactéria quando crescido na presença do mutante para a ORF 
GDI_0415. O H2O2 na concentração de 100 µM induziu a produção de bacteriocina na estirpe 
selvagem. Entretanto esse efeito não foi observado para os mutantes contra X. albilineans. Os 
resultados obtidos sugerem que a ORF GDI_0415 está envolvida na produção de uma bacteriocina, 
possivelmente responsável pela inibição do crescimento de X. albilineans, e se constituindo num 
potencial biotecnológico de aplicação no controle biológico em cana e outras plantas. 
 
Palavras-chaves: Genômica funcional, antagonismo, bacteriocina 
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ABSTRACT 

 
The antagonistic substances produced by endophytic diazotrophic bacteria have been shown as a 
new tool in the biological control of disease that attack crops such as sugar cane. Several antagonic 
substances are of protein origin and are known as bacteriocins and has already been shown its 
biotechnological potential against many phytopathogenic bacteria. The objective of this work was 
to identify genes related to bacteriocin synthesis in the G. diazotrophicus genome and evaluate their 
possible antagonist role against X. albilineans, an etiologic agent responsible for the leaf scald of 
sugarcane. The ORFs (GDI_0415 and GDI_3499) present in the genome of Gluconacetobacter 
diazotrophicus, anoted as a bacteriocin and its transporter, were identified and analyzed by 
informatic tools. A phylogenetic tree was constructed for each ORF in order to evaluate their 
similarity in relation to other organisms. In addition, the ORFs were amplified with specific 
primers, cloned and insertionally inactivated using the EZ::Tn5<KAN-2>T transposon. The mutants 
defective in bacteriocin synthesis and transport were then validated by colony and reverse PCR. It 
was also evaluated possible pleiotropic effects on the physiology of the mutants such as growth rate 
in liquid medium, biofilm formation on LGI-P semi-solid media, colony morphology in specific 
media, nitrogenase activity and indol production. The production of the antagonistic substance was 
compared with the wild-type using the double layer diffusion after exposing the strains to 
ultraviolet light and H2O2 in different concentrations. Analysis of the phylogenetic tree for the 
bacteriocin showed the formation of two major branches, one within the Burkholderiaceae family 
and the other within the α-proteobacteria group. On the other hand, the phylogenetic tree of the 
transporter grouped the bacteria within the Proteobacteria class. No morphological differences 
were observed in mutant colonies grown in LGI-P and Potato-P solid medium. It was observed 
pleiotropic effect in relation to indol production and nitrogenase activity since both mutants 
produced significantly lower levels of IAA and ethylene, respectively. The wild-strain and the 
mutant MUTGDI_3499 produced inhibition halo on confluent plates against the target organism X. 
albilineans after exposing PAL5T cells to UV light. In contrast, the GDI_0415 mutant did not 
produce any inhibition halo. The H2O2 (100 µM) induced the bacteriocin production in wild-strain. 
However, no antagonism was observed in the mutants against X. albilineans in presence of 
peroxide. These results suggest that the ORF GDI_0415 is involved in the bacteriocin production, 
which is possibly responsible for growth inhibition of  X. albilineans and therefore constituting in a 
enormous  biotechnological tool for biological control of sugarcane and possible other plants. 
 
Keywords: Functional genomic, antagonism, bacteriocin 
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INTRODUÇÃO 
 

O elemento nitrogênio é essencial na síntese de aminoácidos, proteínas, ácidos nucléicos 
dentre outras estruturas celulares. Embora seja o elemento mais abundante na atmosfera terrestre 
(78,1% em volume), os vegetais não são capazes de metabolizá-lo na forma gasosa retirando-o 
diretamente do ar. A transformação do N atmosférico em formas assimiláveis para os vegetais 
(Fixação Biológica de Nitrogênio) é realizada por bactérias denominadas diazotróficas (PEDRAZA, 
2008).  

O primeiro relato sobre a ocorrência da bactéria endofítica fixadora de nitrogênio G. 
diazotrophicus ocorreu em 1988 por Cavalcante e Döbereiner. Isolada do interior das raízes e colmo 
foi descrita como sendo uma bactéria gram-negativa, microaerófila e resistente a baixos valores de 
pH (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988). Alguns estudos já demonstraram que a inoculação 
de G. diazotrophicus em cana-de-açúcar acarretou plantas mais altas e com maior produtividade 
(MUTHUKUMARASAMY et al., 1999; SEVILLA et al., 2001). Além dos benefícios da FBN, essa 
bactéria tem a capacidade de promover o crescimento vegetal pela síntese de compostos indólicos, 
além de solubilizar nutrientes minerais e promover o antagonismo contra fitopatógenos 
(SARAVANAN et al., 2007). 

Dentre os fatores que afetam negativamente a produtividade da cana-de-açúcar, é possível 
destacar a ocorrência de doenças e de pragas. Das doenças, uma de causa bacteriana de grande 
relevância é a escaldadura das folhas, cujo agente etiológico é Xanthomonas albilineans 
(TOKESHI, 1997; COMSTOCK e LENTINI, 2002). Esta é uma doença de difícil diagnose e 
controle, uma vez que não existem variedades resistentes e nem medidas fitossanitárias eficazes 
para o seu controle (ROSS, 2004). Diversos estudos têm demonstrado o possível controle biológico 
de pragas e doenças por bactérias endofíticas, uma vez que estas habitam o interior da planta 
podendo, hipoteticamente, competir pelos mesmos sítios de colonização com patógenos, produzir 
substâncias antagônicas e acionar mecanismos de resistência da planta hospedeira (SARAVANAN 
et al., 2007). 

Muthukumarasamy et al. (2000) observaram o antagonismo de G. diazotrophicus contra o 
fungo Colletotrichum falcatum, responsável pela podridão vermelha na cultura de cana-de-açúcar. 
Em outro estudo, tanto G. diazotrophicus quanto G. azotocaptans apresentaram efeito inibitório 
contra diversas espécies de Fusarium em experimentos in vitro (MEHNAZ e LAZAROVITS, 
2006). Também já foi relatado antagonismo G. diazotrophicus contra certos nematoides. Bansal et 
al. (2006) detectaram uma redução da eclosão de ovos e paralisação de ninfas de Meloidogyne 
incognita quando estes foram expostos ao extrato celular da bactéria. Já Piñon et al. (2002) 
observaram antagonismo contra a bactéria X. albilineans, agente etiológico de escaldadura da folha 
em cana-de-açúcar. Nesse trabalho, os autores sugerem que G. diazotrophicus é capaz de secretar 
certas proteínas denominadas de bacteriocinas que impedem o crescimento do fitopatógeno por 
meio do rompimento da parede celular. Substâncias semelhantes foram avaliadas por Muñoz-Rojas 
et al. (2005) cujo estudo identificou antagonismo entre diferentes estirpes de G. diazotrophicus. 
 Graças aos esforços de diversas instituições de pesquisa associadas ao Projeto Genoma do 
Rio de Janeiro (RioGene), financiado pela Faperj e CNPq, a G. diazotrophicus foi a terceira bactéria 
diazotrófica endofítica cujo genoma foi completamente sequenciado, após Azoarcus sp. (KRAUSE 
et al., 2008) e Klebsiella pneumoniae (FOUTS et al., 2008). O genoma completo é composto de um 
cromossomo circular de 3.944.163 pares de bases (pb), contendo 3.864 sequências codantes; e de 
dois plasmídeos contendo 38.818 e 16.610 pb, respectivamente (BERTALAN et al., 2009). Por 
meio de anotação genômica, algumas ORFs (fase de leitura aberta), relacionados à síntese e 
transporte de bacteriocinas já foram identificadas. Dentre elas, destaca-se a ORF GDI_0415, 
anotada como uma bacteriocina denominada Linocina M18 e a ORF GDI_3499 apresentada como 
um transportador ABC que exporta bacteriocina para o meio externo. A possibilidade de G. 
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diazotrophicus poder também conferir resistência a patógenos é bastante interessante. O estudo 
desses genes e a caracterização molecular pela utilização da engenharia genética poderão ajudar o 
entendimento da síntese e expressão de bacteriocinas visando ao uso dessa bactéria não só na 
fixação biológica de nitrogênio mas também no controle biológico de certos fitopatógenos. 
 

OBJETIVOS 
 

 Avaliar o papel dos genes anotados e relacionados à produção de bacteriocina de 
Gluconacetobacter diazotrophicus no processo de antagonismo contra Xanthomonas albilineans 
por meio da:  

 
i) identificação de possíveis genes relacionados à síntese e ao transporte de bacteriocinas; 
 
ii) geração de mutantes sítio-dirigidos de G. diazotrophicus; 
 
iii) avaliação do antagonismo da estirpe selvagem e dos mutantes gerados de G. diazotrophicus 
contra a bactéria X. albilineans. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

1. Obtenção das sequências de aminoácidos relacionados à bacteriocina e sua regulação 

A primeira etapa dos estudos de comparação e correlação dos genes envolvidos na síntese e 
transporte da bacteriocina foi a análise detalhada das informações já disponíveis para a localização e 
caracterização de sequências relacionadas às proteínas em estudo. 

As sequências anotadas, relacionadas à síntese e transporte da bacteriocina, foram 
submetidas à busca, por similaridade, no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), por meio do programa 
BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), visando-se, assim, determinar a similaridade destas com 
sequências já depositadas no referido banco de dados. O alinhamento múltiplo de todas as 
sequências foi realizado com o auxílio do programa CLUSTALX, versão 1.82 (THOMPSON et al., 
2002). 

2. Predição da estrutura secundária, regiões transmembranares e análise filogenética da 
bacteriocina e do seu respectivo transportador. 

A predição da estrutura secundária foi realizada com o programa PSIPRED v.2.3 
(MCGUFFIN, 2000). Já para a predição das possíveis regiões transmembranares, utilizou-se o 
programa TOPPRED 2 (VON HEIJNE, 1992). Para a análise filogenética, as sequências anotadas 
das duas ORFs de interesse foram submetidas à busca, por similaridade, no GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) com o objetivo 
de encontrar sequências similares em outros organismos. Uma vez encontradas, as sequências 
alinhadas foram submetidas ao programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) versão 
4.0 (KUMAR et al., 2001) para a realização das análises filogenéticas envolvendo métodos de 
distância, utilizando distribuições γ (gamma), com parâmetro calculado pelo programa ModelTest. 
As análises de bootstrap para testar a confiança nas topologias obtidas foram realizadas em todos os 
métodos utilizados. Para os métodos de distância foram realizadas 1.000 repetições do conjunto de 
dados. 

 

3. Construção dos mutantes sítio-dirigidos para bacteriocina e seu transportador 

3.1 Desenho de iniciadores específicos  
Das sequências anotadas no banco de dados do NCBI, foram selecionadas duas ORFS 

(GDI_0415 e GDI_3499) para a síntese de oligonucleotídeos iniciadores específicos para a 
realização de estudos de mutações sítio-dirigidas. A primeira ORF codifica uma provável 
bacteriocina da família das linocinas M18 e a segunda traduz uma proteína responsável pelo 
transporte membranar de bacteriocinas. Pela análise realizada pelo programa pDRAW, verificou-se 
a ausência dos sítios de restrição para as enzimas EcoRI e HindIII nas duas sequências selecionadas. 
A partir disso, essas enzimas foram utilizadas para a construção dos iniciadores pelo programa 
Vector NTI (Gorelenkov et al., 2001): GDI_0415-sense (5' – AAA 
GCTTATGAACAATCTGCATCGG3-3'), GDI_0415-antisense (5'-GTGAATTCCGCTTCG 
TTCTTCGCAG-3'); GDI_3499-sense (5'-CTAAGCTTGCCTCCTGCCCCTCGG3-3') e 
GDI_3499-antisense (5'-CTGAATTCGCGAGATCAACCTGGTG-3'). 

 
3.2 Amplificação dos fragmentos selecionados 

Com os oligonucleotídeos iniciadores sintetizados, foi realizada a amplificação dos genes 
selecionados a partir do genoma da G. diazotrophicus. A reação foi constituída de 2,5 mM de 
MgCl2, 0,2 mM de cada desoxirribonucleotídeo (dNTP), 2,5 U de Taq DNA polimerase, tampão 
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para Taq DNA polimerase 1X (1 mM de Tris-HCl, pH 9,0 e 5 mM de KCl) (Invitrogen, Cat. No. 
11615-010), 10 µM de cada iniciador e 200 ng de DNA total de PAL5T.  

As condições de temperatura empregadas nas reações de PCR foram: 5 min a 95ºC 
(desnaturação), 1 min a 95ºC (desnaturação), 1 min a 65ºC (anelamento), 2 min a 72ºC 
(polimerização), retorno 29 vezes para a segunda etapa, 5 min a 72ºC (polimerização) e, finalmente, 
4ºC. Para a verificação da amplificação dos genes de interesse, 5 µl dos produtos de PCR foram 
aplicados em um gel de agarose a 1% (m/v) em uma cuba de eletroforese com tampão TAE 1X (40 
mM de Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH 8,0) e submetidos a uma voltagem de 90 V por 90 
minutos. Os géis foram então corados com brometo de etídeo (5 µg.ml-1) e visualizados sob luz 
ultravioleta a 254 nm, com o uso do fotodocumentador KODAK® Gel Logic 100 (KODAK 
Scientific Imaging Systems, Cat. No. 172.8468). A análise dos géis foi realizada com o programa 
de análise de imagens da KODAK® 1D Image Analysis (KODAK Molecular Imaging Systems, Cat. 
No. 811.2344). Como referência nas análises, foi empregado o marcador de tamanho molecular 1 
kb Plus DNA ladder (Invitrogen, Cat. No. 10787-018) 

 
3.3 Estratégia de clonagem para interrupção dos genes para a síntese e transporte de 
bacteriocina 

A estratégia de clonagem e interrupção das ORFs GDI_0415 e GDI_3499 de G. 
diazotrophicus PAL5T está representada na Figura 16. Os produtos de PCR gerados foram ligados 
no vetor pGEM-T Easy (Promega, Cat. No. 293843), gerando os plasmídeos recombinantes 
contendo as ORFs de interesse . Estes foram transferidos para a estirpe DH10B de E. coli (GRANT 
et al., 1990), sendo os transformantes selecionados em meio LB suplementado com ampicilina (100 
g.ml-1), IPTG (0,5 g.ml-1) e X-Gal (50 g.ml-1). As ORFs presentes nestas construções foram 
interrompidas in vitro pela inserção do transposon EZ::TN<KAN-2> (Epicentre, Cat. No. 
EZI982K) e os clones de E. coli estirpe DH10B obtidos foram selecionados pelo plaqueamento em 
meio LB suplementado com ampicilina (100 µg.ml-1) e canamicina (50 µg.ml-1).  

Células eletrocompetentes de G. diazotrophicus PAL5T foram preparadas e transformadas 
com 1 µg de cada plasmídeo recombinante contendo a ORF de interesse interrompida, conforme 
protocolo descrito a seguir. A integração por meio de recombinação homóloga das construções no 
genoma ocorreu por meio de recombinação dupla (ORF::Tn5), em que os transformantes foram 
selecionados por plaqueamento em meio DYGS suplementado com canamicina (200 µg.ml-1). Visto 
que G. diazotrophicus não consegue manter plasmídeos derivados de pGEM-T Easy como uma 
unidade de replicação autônoma, porque esses plasmídeos possuem uma origem de replicação (rep 
do replicon pMB1) que não é reconhecida por essa bactéria, as ORFs fornecidas por esse vetor só 
poderão ser mantidas em G. diazotrophicus se a ela se integrarem em uma unidade de replicação (o 
cromossomo) de G. diazotrophicus. A integração por meio de recombinação homóloga das 
construções no genoma pode ocorrer por meio de recombinação simples ou dupla. Porém, nesse 
caso, esperou-se uma recombinação dupla para que o gene selvagem fosse substituído pela versão 
mutante (ORF::Tn5), sendo esta a situação esperada. O sucesso da mutagênese das ORFs foi 
confirmado através de análises de PCR de colônia e PCR invertido. 
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Figura 16: Desenho esquemático de clonagem e inativação para as ORFs GDI_0415 e GDI_3499 pela inserção de 
transposon Tn5 (Modificado de MENESES 2010). 

3.4 Ligação dos genes amplificados no plasmídeo pGEM -T Easy 
 Os genes amplificados foram ligados ao plasmídeo pGEM-T Eeasy (Promega®) para 
facilitar as etapas posteriores de clonagem. As concentrações de inserto e vetor foram estimadas a 
partir da eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) em tampão TAE 1X de uma alíquota destes 
DNAs. Os sistemas de ligação possuíram volume final de 20 µl, contendo de 50 a 500 ng de vetor, 
T4 DNA ligase 1-2U e tampão de ligação 1X concentrado (300 mM de Tris-HCl, pH 7,8; 100 mM 
de MgCl2; 100 mM de DTT e 10 mM de ATP). As concentrações dos componentes e o pH do 
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tampão de ligação variaram de acordo com o fabricante. O sistema de reação foi mantido a 16°C 
por aproximadamente 16 h (SAMBROOK et al., 2000).  
 
3.4.1 Precipitação da ligação 
 Foram adicionados 2 µl de NaOAc (3M, pH 5,5) e 40 µl de etanol absoluto gelado no 
volume total da ligação das ORFs que codificam uma bacteriocina e seu transportador (GDI_0415 e 
GDI_3499) com o vetor pGEM-T Easy. A solução foi incubada a -20ºC por 16 horas. Após o tempo 
de incubação, a solução foi centrifugada por 30 minutos a 18.514 x g. O sobrenadante foi 
descartado e adicionado ao sedimento 300 µl de etanol a 70%. A solução foi centrifugada por 10 
minutos a 18.514 x g. Descartou-se mais uma vez o sobrenadante, e os microtubos foram postos 
para secar em temperatura ambiente. Com o microtubo bem seco, o sedimento foi ressuspendido em 
10 µl em água ultrafiltrada (sistema MilliQ) livre de DNase. 
 
3.5 Eletrocompetência e eletroporação da estirpe DH10B de Escherichia coli 

Colônias da estirpe DH10B de E. coli foram crescidas em 15 ml de meio LB e incubadas por 
16 horas sob agitação de 200 rpm a 37°C. Após este período, 10 ml de cultura fresca foi inoculada 
em 50 ml de meio LB e acondicionados em quatro erlenmeyers de 125 ml. Os erlenmeyers foram 
incubados a 37°C sob agitação de 200 rpm até que a cultura atingisse uma D.O.600nm entre 0,5 e 0,8. 
Com a D.O. atingida, distribuiu-se a cultura em frascos estéreis de tubo de propileno (tipo falcon), 
sendo estes centrifugados a 6.000 x g por 10 minutos a 4°C. Após a centrifugação, o sobrenadante 
foi descartado e o precipitado foi ressuspendido com água ultrafiltrada (sistema MilliQ) estéril 
gelada. Essa etapa de lavagem foi repetida por três vezes. Centrifugou-se mais uma vez por 10 
minutos a 6000 x g a 4 °C e as células foram ressuspendidas com 10 ml de glicerol gelado a 10%. A 
lavagem com glicerol foi realizada por mais duas vezes. Foram distribuídas alíquotas de 100 µl das 
células em microtubos para criogenia até o momento do uso. 
 Uma alíquota de 50 µl de células eletrocompetentes de DH10B foram eletroporadas com 1 
µl do vetor pGEM-T Eeasy contendo cada uma das ORFs de interesse (GDI_0415 e GDI_3499) 
em eletrocubetas incubadas no gelo. As cubetas as suspensões de células foram submetidas a um 
pulso elétrico de um eletroporador ajustado em 1,8 KV, 25 µF e 129 Ω. Imediatamente após a 
passagem da corrente, adicionou-se 1 ml de meio na cubeta e todo o conteúdo foi transferido para 
um tubo de ensaio estéril. Os tubos então foram incubados a 37°C sob agitação de 250 rpm por 1 
hora. Após a incubação, as culturas bacterianas foram plaqueadas em meio sólido LB contendo o 
antibiótico ampicilina (100 µg.ml-1), X-gal (80 µg.ml-1) e IPTG (0,5 mM). Para cada eletroporação, 
foram realizados três plaqueamentos com 50, 100 e 200 µl de células com o auxílio de uma alça de 
Drigalski. As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. 
 
3.6 Extração plasmidial das células de DH10B de E. coli 
 Para a confirmação da clonagem dos genes de interesse no plasmídeo pGEM®-T Eeasy em 
E. Coli, foi realizada uma extração plasmidial segundo o protocolo de Sambrook et al. (2000). 

 Uma colônia de DH10B contendo o vetor com o gene de interesse (GDI_0415 e GDI_3499) 
foi transferida para um tubo contendo 5 ml de meio LB com ampicilina (100 µg.ml-1). A cultura foi 
incubada por cerca de 16 horas a 37°C sob agitação de 120 rpm. Desses tubos, 1,5 ml de cultura foi 
transferida para microtubos de 1,5 ml e centrifugada a 12.000 x g por 30 segundos a 4°C. O meio 
foi removido por aspiração. O sedimento bacteriano foi ressuspendido em 100 µl da solução I (50 
mM de glicose; 25 mM de Tris-HCl, pH 8,0; 10 mM de EDTA, pH 8,0), 200 µl da solução II (0,2 N 
de NaOH; 1% de SDS) e 150 µl da solução III (5 M de Acetato de potássio; 11,5 ml de Ácido 
Acético Glacial; 28,5 ml de H2O) (SAMBROOK et al., 2000). A solução foi centrifugada a 12.000 
x g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. Após essa fase, 
transferiu-se para o tubo um volume equivalente à mistura de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 
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(25:24:1) e o tubo foi centrifugado a 12.000 x g por 2 minutos a 4°C. Após a centrifugação, o 
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo contendo 600 µl de isopropanol em 
temperatura ambiente. Novamente a solução foi centrifugada e o sobrenadante foi removido por 
aspiração. O sedimento foi então lavado com 1 ml de etanol a 70% , secado e ressuspendido em 50 
µl de TE (pH 8,0) contendo RNaseA (20 µg.ml-1). 

Para a visualização e verificação da extração do plasmídeo pGEM-T Easy, 5 µl do 
plasmídeo extraído foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1% (m/v).  
 

3.7 Digestão plasmidial do vetor pGEM-T Easy por enzimas de restrição 
 Para a confirmação da inserção dos genes de interesse no vetor pGEM-T Eeasy, este foi 
digerido com as enzimas de restrição EcoRI e HindIII para a liberação do inserto. A reação foi 
realizada de acordo com as condições recomendadas pelo fabricante. 

3.8 Inserção do transposon Tn5 nas ORFs de interesse 
Uma vez extraído o plasmídeo, foi inserido o transposon Tn5 (com gene de resistência à 

canamicina). Esse transposon se insere aleatoriamente no plasmídeo pGEM-T Eeasy. A reação foi 
feita com a utilização do kit de inserção transposon EZ:: TNTM  <KAN-2> da Epicentre. A reação 
foi realizada de acordo com as condições recomendadas pelo fabricante. O microtubo com a reação 
foi incubado por 2 horas a 37°C. Após esse período, a solução foi interrompida com 1 µl de EZ::TN 
10X Stop Solution e aquecida por 10 minutos a 70°C. 

3.9 Eletrocompetência e eletroporação da estirpe PAL5T de G. diazotrophicus 
 A metodologia empregada para a preparação de células eletrocompetentes de G. 
diazotrophicus foi a descrita por Rows et al. (2006). Uma pré-cultura foi obtida a partir de uma 
colônia cultivada em placa fresca de meio DYGS, onde esta foi cultivada sob agitação de 200 rpm a 
30ºC, em erlenmeyer com volume de 2 l, contendo 200 ml de meio C2. A cultura cresceu até atingir 
uma D.O.600nm de 0,6-0,7. Após o crescimento, o erlenmeyer contendo as células foi resfriado sobre 
gelo por 30 min. A cultura foi então distribuída em quatro tubos do tipo Falcon, com 50 ml cada, e 
submetida à centrifugação em rotor de ângulo fixo (centrífuga Eppendorf 5810R), a 2.900 x g por 
10 min e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados em posição invertida 
sobre papel absorvente para que todo sobrenadante fosse removido. O sedimento bacteriano foi 
então lavado duas vezes com 50 ml glicerol 10% gelado (ressuspendidos e centrifugados), e, em 
seguida, ressuspendido em um volume final de 4 ml de glicerol 10% gelado. Após a completa 
ressuspensão, as células eletrocompetentes foram distribuídas em alíquotas de 100 µl, em 
microtubos de 1,5 ml, e armazenadas a -70°C até serem usadas na transformação por eletroporação. 
 Alíquotas de 100 µl de células eletrocompetentes de G. diazotrophicus foram descongeladas 
sobre gelo por aproximadamente 10 minutos. Em eletrocubetas com espaço de 2 mm (Bio-Rad, Cat. 
No. 165-2082) previamente geladas, adicionou-se aproximadamente 500 ng de DNA e 100 µl de 
células eletrocompetentes, preparadas conforme descrito anteriormente. A eletrocubeta então foi 
inserida entre os eletrodos do equipamento “electro cell manipulator 600” (BTX, San Diego, CA, 
U.S.A.) e foi aplicado um pulso elétrico com os seguintes parâmetros: 186Ω, em modo “high 
voltage”, 2,5 kV, constante de tempo de  aproximadamente 0,8 ms. Imediatamente após o pulso, 2 
ml de meio C2 foram adicionados. A suspensão de células em meio C2 foi homogeneizada e 
transferida para um tubo de ensaio e este incubado por 16 horas a 30ºC, sob agitação de 200 rpm 
para possibilitar a recuperação das células. As células foram então distribuídas em placas com meio 
sólido DYGS contendo 200 µg.ml-1 de canamicina. As placas foram incubadas a 30ºC durante três 
dias, até que as colônias pudessem ser visualizadas. 
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3.10 Obtenção dos mutantes insercionais de G. diazotrophicus 

Foram obtidas colônias em placas com meio DYGS, suplementado com canamicina 200 
µg.ml-1, após a transformação das células eletrocompetentes da estirpe selvagem PAL5T  com a 
construção contendo as ORFs interrompidas. Essas colônias foram repicadas para placas contendo 
meio DYGS, suplementado com ampicilina 500 µg.ml-1 para selecionar os mutantes com 
recombinação homóloga dupla. Os clones resultantes da recombinação homóloga simples 
apresentaram resistência para canamicina (do elemento de transposição) e ampicilina (do vetor 
pGEM-T Eeasy) e desta forma foram descartados. Com isto, foi possível obter o mutante para 
cada ORF específica, capaz de crescer apenas em meio contendo canamicina (200 µg.ml-1), sendo, 
portanto, um mutante gerado pelo evento de recombinação homóloga dupla. No caso de 
recombinação dupla, o gene selvagem é substituído pela versão mutante (GDI_0415::Tn5 e 
GDI_3499::Tn5). A recombinação dupla é caracterizada por não conter o plasmídeo vetor integrado 
no genoma. 

3.11 Extração do DNA total da estirpe selvagem de PAL5T e dos mutantes para bacteriocina e 
transportador em G. diazotrophicus 

A extração do DNA total foi realizada com o método CTAB. Para a extração do DNA total, 
as estirpes mutantes e selvagem de G. diazotrophicus foram cultivadas em 5 ml de meio DYGS 
líquido. Alíquotas de 2 ml das culturas crescidas foram centrifugadas a 18.514 x g, 4ºC, por 10 
minutos. O sobrenadante foi então descartado. As células foram ressuspendidas em 567 µl de 
tampão TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA) sendo adicionados posteriormente 30 µl de uma solução de 
SDS (10%) e 3 µl de proteinase K (20 mg.ml-1). A solução foi homogeneizada e incubada a 37ºC 
durante 1 hora. Após a incubação, foram adicionados 100 µl de uma solução de NaCl 5 M, seguidos 
de 80 µl de uma solução de CTAB (CTAB 10% em NaCl 0,7 M). A solução foi homogeneizada e 
incubada por 30 minutos a 65ºC. Após o tempo de incubação, a solução foi submetida a uma 
agitação leve por 1 hora em temperatura ambiente. Uma alíquota de 780 µl de clorofórmio:álcool 
isoamílico (24:1, v/v) foi adicionada às amostras, que ficaram sob agitação por um período de 1 
hora. A solução então foi centrifugada por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um 
novo tubo. Após a transferência do sobrenadante para um novo tubo, foram adicionados 5 µl de 
RNaseA (5 mg.ml-1), e a amostra incubada a 37°C por 1 hora. Um volume de uma solução de 
fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1, vol./vol.) foi adicionado e a solução foi  
homogeneizada por 2 minutos por inversão dos tubos e centrifugada por 10 minutos a 4ºC. O 
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, no qual foi adicionado um volume de 
clorofórmio:álcool isoamílico (24:1, v/v). O material foi homogeneizado durante 2 min., 
centrifugado (10 min., 18.514 x g, 4ºC) e transferido para novos tubos. O passo seguinte foi a 
adição de 0,6 volumes de isopropanol 100% e a incubação das amostras por 30 minutos a -20 ºC. 
Após o tempo de incubação, o material foi centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante 
descartado. Seguiram-se três etapas de lavagem com etanol 70%, secagem e solubilização em 100 
µl de tampão TE. 

 

4. Caracterização genotípica dos mutantes sítio-dirigidos que codificam a bacteriocina 
linocina M18 e um transportador de bacteriocina em Gluconacetobacter diazotrophicus 
 
4.1 Verificação das ORFs mutageneizadas de G. diazotrophicus por PCR de colônia 

As confirmações da presença de inserções do elemento EZ::Tn5 nos genes desejados foram 
realizadas por meio de análises de PCR colônia. Todas as reações de PCR foram realizadas usando 
o kit Taq polymerase (Invitrogen), com os oligonucleotídeos específicos para cada mutante. As 
reações foram realizadas usando material de colônia como molde para a amplificação. No caso do 
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PCR de colônia, as colônias foram inoculadas nas pré-misturas dos componentes da reação, em que 
o DNA (1 µl) da reação normal foi substituído pela mesma quantidade de água e inoculação com 
material de colônia. Os outros componentes permaneceram na mesma concentração equimolar 
citada anteriormente para amplificação das ORFs. 
 
4.2 Confirmação das ORFs mutageneizadas de G. diazotrophicus por PCR invertido 
 

4.2.1 Digestão e ligação do DNA molde 
Alíquotas de 1 µg de DNA total foram digeridas durante 2 horas a 37°C em volumes de 100 

µl com enzima de restrição PstI. Após este período, as enzimas foram inativadas por aquecimento, 
durante 20 minutos a 80°C para PstI.  Após a digestão, o material foi tratado com T4 DNA ligase a 
16°C por cerca de 16 horas. As amostras então foram precipitadas pela adição de 15 µl de NaOAc 
(7,5 M) e 300 µl de etanol absoluto durante 30 minutos a -20ºC, centrifugadas a 18.514 x g por 30 
min, a 4ºC, lavadas com etanol 70% e ressuspendidas em 50 µl de água ultrafiltrada (sistema 
MilliQ™) livre de DNase. 

 
4.2.2 PCR invertido 

Dois pares de oligonucleotídeos foram utilizados para as reações de PCR invertido [FP-1 
(5´-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3´) e RP-1 (5´-GCAATGTAACATCAG 
AGATTTTGAG-3´ conforme descrito por Rouws et al. (2008). As condições de amplificação por 
PCRi foram: desnaturação inicial a 95ºC por 5 minutos, 34 ciclos de desnaturação a 95ºC por 45 
segundos, anelamento a 45ºC por 1 minuto e extensão a 72ºC por 3 minutos, com um etapa de 
extensão final a 72ºC por 5 minutos e finalização a 4ºC. 

 
4.2.3 Sequenciamento das regiões flanqueadores do transposon EZ-Tn™ <KAN-2>Insertion-
kit 

O produto gerado pelo PCR invertido foi purificado pela adição de água ultrafiltrada 
(sistema MilliQ) livre de DNase até completar 32 µl. Foram adicionados 8 µl de NaCl 5M e 40 µl 
de PEG-8000 a 22%. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e incubadas por 16 horas a 
10ºC. As amostras então foram precipitadas como já descrito anteriormente e centrifugadas a 
18.514 x g, a 4ºC por 15 minutos, e posteriormente lavadas com 500 µl de etanol 70% gelado. Após 
o descarte do etanol e sua evaporação, o produto foi ressuspendido em 20 µl de água ultrafiltrada 
(sistema MilliQ) livre de DNase e armazenado a -20ºC. 

As reações de sequenciamento foram realizadas com o kit DYEnamic™ ET Dye Terminator 
Cycle Sequencing (GE Healthcare Life Sciences, Cat. No. US81090) para o sistema de análise de 
DNA MegaBACE™. As reações foram realizadas pela adição do reagente DYEnamic ET 
terminator reagent premix presente no kit, de oligonucleotídeos iniciadores PF1 e PR1 e água 
ultrafiltrada (sistema MilliQ™) livre de DNase ao produto do PCR invertido e purificado. A reação 
de amplificação consistiu em 30 ciclos de desnaturação a 95ºC por 20 segundos, anelamento a 50ºC 
por 15 segundos e extensão a 60ºC por 1 min. Em seguida, o produto dessa reação foi precipitado 
por meio da adição de 1 µl de NH4Ac 7,5 M e 27,5 µl de etanol 100%, sendo incubado a 4ºC por 16 
h. Logo após, o produto foi recuperado por centrifugação (3.220 x g, 30 min, 4ºC) e o sobrenadante 
foi descartado. O DNA precipitado foi lavado com 150 µl de etanol 70% e, após a evaporação total 
do etanol 70%, o produto foi ressuspendido em 7,5 µl de tampão de amostra para sequenciamento. 
Após 2 h a 4ºC, as amostras foram injetadas no sequenciador MegaBACE™1000 (GE Healthcare 
Life Sciences, Inc., USA). 
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5. Caracterização fenotípica dos mutantes sítio-dirigidos que codificam a bacteriocina 
linocina M18 e um transportador de bacteriocina em Gluconacetobacter diazotrophicus 

5.1 Morfologia das colônias em meios específicos 
 Uma alíquota de 10 µl de uma cultura, crescida por 24 horas, da estirpe selvagem PAL5T de 
G. diazotrophicus e de seus mutantes para a síntese e transporte de bacteriocina foi riscada em 
placas contendo os meios sólidos LGI-P (DÖBEREINER et al., 1995) e Batata-P (DÖBEREINER 
et al., 1995). Aos meios onde cresceriam os mutantes, foi adicionado canamicina na concentração 
de 200 µg.ml-1. A caracterização fenotípica foi realizada de acordo com Döbereiner et al. (1995). 
 
5.2 Perfil de crescimento das estirpes PAL5T e mutantes para a síntese e transporte de 
bacteriocina 

Uma colônia característica tanto da estirpe selvagem de PAL5T quanto dos mutantes foi 
inoculada em 5 ml de meio líquido DYGS e incubada por 24 horas sob agitação de 200 rpm a 30ºC. 
Após esse período, diluiu-se o pré-inóculo para que se inoculasse uma D.O.600 nm de 0,01.ml-1 em 
erlenmeyers de 125 ml, contendo 10 ml de meio DYGS. Foram realizadas três repetições. Os 
erlenmeyers foram incubados em estufa de 30°C e a medição de absorbância e contagem das 
unidades formadoras de colônias foi analisada no tempo de 0, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas. 

Para as medições de absorbância nos períodos das coletas, 200 µl da cultura foram 
transferidos para uma placa de deepwell transparente para então ser realizada a leitura em 
espectrofotômetro de placa no comprimento de onda de 600 nm. O meio DYGS sem bactérias foi 
utilizado como branco. 

5.2.1 Contagem das unidades formadoras de colônias 
 Alíquotas de 100 µl das culturas das estirpes de G.diazotrophicus foram diluídas serialmente 
em 900 µl de solução salina estéril (10-1 a 10-8). Foram retirados 10 µl de cada diluição e inoculados 
em placas contendo o meio LGI-P. As contagens foram realizadas com três repetições por diluição. 
Após o período de incubação, a contagem das colônias formadas foi realizada por meio de uma 
binocular estereoscópica. O número final de colônias foi obtido pela média aritmética das 
repetições.  
 

O número de gerações (n) foi obtido pela seguinte fórmula (Rodrigues, 2008):  
 
n = 3,3 ( logN – log No ), 
 
em que log N representa a população final e log No, a população inicial na fase log. 
 

O tempo de geração designado por g (o tempo que leva para uma população dobrar de 
número) foi determinado pelo número de gerações (N) que ocorre em um intervalo de tempo (t). 

 
g = Txh/n 
 
A taxa de crescimento (k) foi obtida pela fórmula: 
 
 k = 1/g 
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5.3 Produção de ácido indol acético (AIA) 

Uma colônia característica tanto da estirpe selvagem de PAL5T  quanto dos mutantes foi 
inoculada em 5 ml de meio líquido LGI-P sem corante, contendo 10 mM de (NH4)SO4 como fonte 
de nitrogênio com L-triptofano (100 µg.ml-1) e incubada no escuro por 48 horas sob agitação de 200 
rpm a 30ºC, com três repetições. A quantificação de AIA foi realizada pela metodologia descrita 
por Sarwar e Kremer (1995). A quantificação é colorimétrica, tendo sido utilizado o reagente de 
Salkowski para análises em microplaca (Rodrigues et al., 2007). As culturas foram centrifugadas 
por 15 minutos sendo que 150 µl de cada sobrenadante foram transferidos para microplacas de 
poliestireno a que foi adicionado 100 µl do reagente de Salkowski. Após 30 minutos de incubação 
no escuro e em temperatura ambiente, a intensidade de coloração foi avaliada num comprimento de 
onda de 540 nm utilizando o espectrofotômetro Labsystems iEMS Reader MF. Os dados de 
absorbância foram processados pelo programa Ascent Software for iEMS Reader MF e plotados em 
um gráfico de dispersão do programa Microsoft Office Excel, 2007.  

 
5.3.1 Realização da curva de calibração 

Para a realização da curva de calibração, utilizou-se o reagente ácido indol acético (Vetec) 
nas concentrações de 0, 5, 10, 20, 25, 50, 100, 150, 200, 400, 600, 700, 800, 900 e 1000 µm.ml-1. 
Uma alíquota de 150 µl de cada diluição foi transferida para uma microplaca de poliestireno a que 
foi adicionado 100 µl do reagente de Salkowski. Após 30 minutos de incubação no escuro e em 
temperatura ambiente, a intensidade de coloração foi avaliada num comprimento de onda de 540 
nm utilizando o espectrofotômetro Labsystems iEMS Reader MF. Os dados obtidos pela leitura da 
absorbância a 540nm foram utilizados na quantificação de auxinas pela aplicação da equação y = 
137,83x – 10,728 da curva de calibração, em que y corresponde à quantidade de auxina expressa em 
µg.ml-1 e x, ao valor da D.O.540nm. 

 
5.4 Crescimento em meio de cultivo sem nitrogênio  
 Uma alíquota de 10 µl de uma cultura, crescida por 24 horas, da estirpe selvagem PAL5T de 
G. diazotrophicus e seus mutantes para a síntese e transporte de bacteriocina foi inoculada em 
frascos contendo 5 ml de meio LGI-P semissólido. O objetivo desse experimento foi a observação 
da formação de película, indicativo de uma ativa capacidade de fixação biológica de nitrogênio. O 
meio inoculado de LGI-P semissólido foi incubado por 4 dias a uma temperatura de 30ºC. 

5.5 Avaliação da atividade da enzima nitrogenase 
 A atividade da enzima nitrogenase foi medida pela técnica da detecção da Atividade de 
Redução de Acetileno (ARA), utilizando-se meio de cultivo semissólido. Uma alíquota de 10 µl de 
culturas líquidas, crescidas por 24 horas, da estirpe selvagem PAL5T e dos mutantes foi inoculada 
em frascos contendo 5 ml de meio semissólido LGI-P sem corante. Os frascos foram incubados a 
30ºC. Nos dias de coleta (dias 5, 6 e 7 dias após a inoculação), as rolhas de algodão dos frascos 
foram trocadas por tampas de borracha perfurável do tipo “sub-seal”, estéreis. As culturas presentes 
nos frascos receberam 1 ml de acetileno, sendo incubadas em seguida por 30 minutos a 30ºC. 
Posteriormente, 0,5 ml da fase gasosa do frasco foi injetada, com o auxílio de uma seringa, em 
cromatógrafo de gás com ionização por chama, marca Perkin Elmer, modelo F11 (Perkin Elmer, 
Japan, Yokohama, Japan), que permitiu a quantificação do etileno formado pela reação de redução 
do acetileno.  Um segundo experimento foi realizado inoculando 10 µl de culturas líquidas, 
crescidas por 24 horas, da estirpe selvagem PAL5T  e dos mutantes em frascos contendo 5 ml de 
meio semissólido LGI-P sem corante e com diferentes concentrações de (NH4)SO4 (0,1 e 10 mM). 
Os frascos foram incubados a 30ºC por 6 dias. Após esse período, as rolhas de algodão dos frascos 
foram trocadas por tampas de borracha perfurável do tipo sub-seal estéreis. As culturas presentes 
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nos frascos receberam 1 ml de acetileno sendo incubadas em seguida por 30 minutos a 30ºC. A 
quantificação de etileno foi realizada como descrita anteriormente. 
 

6. Teste de antagonismo da estirpe selvagem e mutantes para produção e transporte de 
bacteriocina de G. diazotrophicus contra a estirpe ICMP 196 de Xanthomonas albilineans 

6.1 Teste de antagonismo induzido por UV 
Uma colônia característica da estirpe selvagem de PAL5T, do mutante defectivo para a 

produção de bacteriocina e de seu transportador foi inoculada em um tubo de ensaio contendo 5 ml 
de meio líquido DYGS, permanecendo em agitação constante de 200 rpm a 30°C. Os pré-inóculos 
foram incubados por 48 horas a 30ºC sob agitação de 200 rpm. Após o tempo de incubação, o tubo 
de ensaio contendo as culturas líquidas da estirpe selvagem e dos mutantes foram mantidos em 
posição vertical e sem tampa de vedação e submetidos a radiação ultravioleta (λ = 254 nm) por 20 
minutos. Após esse período, três alíquotas de 100 µl da suspensão celular de cada bactéria foram 
inoculadas em pontos equidistantes em uma placa contendo o meio sólido DYGS e incubadas por 
24 horas. Como controles dos testes de antagonismo foram utilizadas culturas não expostas à 
radiação ultravioleta. Para todos os testes, foram utilizadas 3 placas por tratamento. 
 Paralelamente, retirou-se uma colônia característica da estirpe ICMP 196 de Xanthomonas 
albilineans, a qual foi inoculada em 5 ml de meio DYGS e incubada por 24 horas a 30ºC sob 
agitação de 200 rpm. Após o tempo de incubação, essas culturas foram utilizadas para formar a 
sobrecamada sobre as alíquotas de G. diazotrophicus já incubadas anteriormente, como já descrito 
acima. Desse modo, 1 ml de cada estirpe do inoculante foi adicionado em 4 ml de meio DYGS 
fundente semissólido e vertido sobre as placas já inoculadas previamente com G. diazotrophicus. 
As placas foram incubadas a 30ºC por 24 horas. A análise de dados ocorreu de modo qualitativo por 
meio de detecção visual de presença ou ausência da formação de halo de inibição. 
 

6.2 Teste de antagonismo induzido por H2O2 

Uma colônia característica da estirpe selvagem de PAL5T, do mutante defectivo para a 
produção de bacteriocina e de seu transportador foram inoculadas em 5 ml de meio líquido DYGS e 
incubadas a 30ºC sob agitação de 200 rpm por 48 horas. Após o crescimento, esses pré-inóculos 
foram adicionados a erlenmeyers de 125 ml contendo meio DYGS a fim de se obter uma cultura de 
10 ml com uma D.O. de 0,6 no comprimento de onda de 600 nm. A cada erlenmeyer contendo o 
inóculo, foram adicionadas diferentes concentrações de H2O2 (0 µM, 25 µM, 100 µM e 500 µM). 
Após a adição de H2O2, a cultura líquida ficou sob agitação durante 60 minutos a 30ºC e 200 rpm. 
Após esse período, três alíquotas de 100 µl da suspensão celular foram inoculadas em pontos 
equidistantes em uma placa contendo o meio sólido DYGS e incubadas por 24 horas. Foram 
realizadas três repetições por tratamento. Paralelamente, retirou-se uma colônia característica da 
estirpe de ICMP 196 de Xanthomonas albilineans, a qual foi inoculada em 5 ml de meio DYGS e 
incubada por 24 horas, a 30ºC e sob agitação de 200 rpm. Após o tempo de incubação, esse inóculo 
foi utilizado para formar a sobrecamada sobre as alíquotas de G. diazotrophicus já incubadas 
anteriormente, como já descrito acima. Desse modo, 1 ml da cultura de X. albilineans foi 
adicionada a 4 ml de meio DYGS fundente semissólido e vertido sobre as placas já inoculadas 
previamente com G. diazotrophicus. As placas foram incubadas a 30ºC por 24 horas. A análise de 
dados ocorreu de modo qualitativo, por meio de detecção visual de presença ou ausência da 
formação de halo de inibição. Para todos os testes foram utilizadas três placas por tratamento. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

1. Obtenção das sequências de aminoácidos relacionados à bacteriocina e sua regulação 
 Com a anotação do genoma de G. diazotrophicus, foi possível a identificação de dois genes 
relacionados à síntese e transporte de bacteriocina no genoma de G. diazotrophicus PAL5T no 
banco de dados do NCBI. Um dos genes identificados (GDI_0415) está anotado como a atividade 
biológica capaz de codificar uma bacteriocina denominada linocina M18. O segundo gene 
(GDI_3499) está anotado como um transportador de bacteriocina. O gene que codifica a linocina 
M18 possui 825 pb e compreende as posições de 412339 a 413163 no genoma de G. 
diazotrophicus. A bacteriocina codificada pela ORF GDI_0415 está caracterizada como uma 
linocina M18. Esta bacteriocina foi inicialmente isolada e purificada a partir da estirpe M18 da 
bactéria lática Brevibacterium linens (VALDÉS-STAUBER e SCHERER, 1994) e mostrou efeito 
antagônico contra várias estirpes de bactérias do gênero Listeria, Corynebacterium, Brevibacterium, 
Arthrobacter e Bacillus. A bactéria B. linens é gram-positiva, encontrada em diversos habitats e 
pertence ao grupo dos actinomicetos. É utilizada no processamento de queijos do tipo Limburger e 
similares, contribuindo para a coloração, aroma e sabor do produto final (JOLLIVET et al., 1992). 
Segundo a classificação de Klaenhammer (KLAENHAMMER, 1993), para bacteriocinas 
produzidas por bactérias láticas, a linocina M18 pertenceria ao grupo III ou IV. Valdés-Stauber e 
Scherer (1994) observaram que a linocina apresenta massa molecular de cerca de 31 kDa. A 
bacteriocina anotada para G. diazotrophicus, por análise da estrutura primária utilizando a 
ferramenta ProtParam do servidor Expasy, apresentou uma massa molecular estimado em 29 kDa, 
muito semelhante à linocina acima. Os pontos isoelétricos também se mostraram semelhantes, 
sendo 4,5 para a bacteriocina oriunda de B. linens e 4,7 para a de G. diazorophicus. Alguns artigos 
descrevem que essa proteína está relacionada com vesículas membranares. Sutter et al. (2008), 
utilizando a cristalografia de raio X, observaram que a linocina M18 de Thermotoga marítima 
pertencia a uma família conservada que participa do encapsulamento de algumas enzimas. Esses 
autores sugerem que a linocina forma nanocompartimentos que contêm ferritrinas ou peroxidases, 
as quais estão envolvidas em respostas aos estresses oxidativos (SUTTER et al., 2008). Ao 
contrário dos experimentos de Valdés-Stauber e Scherer (1994), Sutter et al. (2008) não observaram 
atividade antagônica em experimentos com a bacteriocina de T. marítima. 

Análises in silico identificaram a ORF GDI_0415 como supostamente um gene que codifica 
uma bacteriocina. A GDI_0415 mostrou uma sequência de alta identidade, com bacteriocinas do 
tipo Linocina M18, bem estudada em E. coli (Figura 17). Essa alta identidade com bacteriocinas de 
outros gêneros da família Acetobacteraceae é explicada pela proximidade taxonômica entre as 
espécies. Porém, a presença dessas bacteriocinas em Rhizobiales e Burkholderiales pode indicar que 
a produção de bacteriocinas é um processo evolucionário bastante conservado e extremamente 
relacionado ao estilo de vida da bactéria, e pode estar associada a plantas.  

 
                                              10         20         30         40         50         60                 
                                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T MNNLHRELAP ISEAAWAQIE EEASRTLKRY LAARRVVDVP EAKGFGFSAV GTGHVERIDA   
Rhizobium radiobacter                 MNNLHRQLAP ISDSAWAQIE EEASRTLKRH LAARRVVDVQ DPGGVELSAV GTGHLKPIPG   
Acetobacter pasteurianus              MNNLHKHLAP ISHAAWAEIE QEASRTIRRN LAGRRVVDTP EPKGTAFSSV GTGRNKQIQS   
Gluconacetobacter hansenii            MNNLHRHLAP ISSSAWAQIE EEAARTIRRH LAGRRIVDTS EPKGEAFSGV GTGRTRQITS   
Acidobacterium sp. MP5ACTX8           MNNLHRELAP VSDAAWAQIE EETTRTLKRY LAGRRVVDVP TPNGIGLPAV GTGHLLSIAP   
Escherichia coli MS 146-1             MNNLHRELAP VSDAAWEQIE EEATRTLKRF LAARRVVDVT DPQGAALSAV GTGHVAYLDG   
Methylocella silvestris BL2           MNNLHRELAP ISDAAWAQIE EETTRTLKRY LAGRRVVDMP QTGGVALSAV GTGHLLSIAA   
Methylobacterium extorquens AM1       MNNLHRELAP ISDAAWAQIE DEASRTLKRY LAARRVVDVV GPKGPGYAAA GTGHTRPIEA   
Burkholderia phymatum STM815          MNNLHRELAP ISSEAWSQIE EEVARTFKRS VAGRRVVDVK GPGGVDLSGV GTGHQSTIAA   
Burkholderia vietnamiensis G4         MNNLHRELAP VSASAWQQIE EEVARTFKRS VAGRRVVDVE GPAGPALSAV GTGHLCDVAA   
Burkholderia cenocepacia AU 1054      MNNLHRELAP ISSAAWEQIE EEVARTFKRS VAGRRVVDVE GPAGPELSAV GTGHLLDVAA   
Burkholderia xenovorans LB400         MNNLHRELAP ISRAAWSQIE DEVARTFRRS VAGRRVVDVK GPGGTELSGV GTGHQTAIAA   
Burkholderia multivorans 17616        MNNLHRELAP ISSAAWEQIE EEVARTFKRS VAGRRVVDVE GPKGPELSAV GTGHLRDVAA   
 
 

Figura 17: Alinhamento da bacteriocina de G. diazotrophicus com os atribuídos com base em proteínas da mesma 
família em outras bactérias. O alinhamento múltiplo foi realizada utilizando ClustalW. Aminoácidos conservados são 
indicados em negrito. 
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                                              70         80         90        100        110        120              
                                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T PGSDIRAVRR NVLPLVELRV PFTLARDAID DVERGAGDSD WQPLKDAAKK IAFAEDRAVF   
Rhizobium radiobacter                 PGDGVQTALR EVKTLVELRV PFKLTRQAID DVERGAEDSD WSPVKDAARK IAFAEDRSVF   
Acetobacter pasteurianus              PSDGIQAVQR EVLPVIELRV PFTLSRAEID AVERGSLDSD WQPVKDAAQK IAFAEDRAIF   
Gluconacetobacter hansenii            PGEGIEVTQR EVLPLVELRV PFTLSRTEID AVERGSLDSD WQPVKDAARK IAFAEDRAIF   
Acidobacterium sp. MP5ACTX8           PAEDIIARQR EVKALVELRV PFELTREAID DVERGSDDSD WQPAKDAAQK IAFAEDRAIF   
Escherichia coli MS 146-1             PCAGVSAVKR QVLPVVEFRV PFKLNRQAID DVERGSQDSD WSPLKEAARK IAAAEDQTIF   
Methylocella silvestris BL2           PAEGVLARQR EVKPLVELRV PFELSRAAID DVERGADDSD WQPAKDAAKT IAFAEDRAIF   
Methylobacterium extorquens AM1       PGEGIRSLLR EAQPLVELRV PFTLTRQAID DVERGSEDSD WQPLKDAARM LAFAEDRAVF   
Burkholderia phymatum STM815          PHHGVIAKLS EVKALVQLTV PFELSRDAID AVERGANDSD WQAAKDAAKE LAYAEDRAIF   
Burkholderia vietnamiensis G4         PRELVSARLR EVRTIVELTV PFELSRDAID SVERGARDAD WQPAKDAAQR LAFAEDGAIF   
Burkholderia cenocepacia AU 1054      PRELVNARLR EVRTIVELTV PFELSRDAID SVERGARDAD WQPAKEAAQR LAFAEDNAIF   
Burkholderia xenovorans LB400         PQQGVVAKLS EVKSLVELTV PFELQREAID SVVRGAKDAD WQPAKEAAKQ LAYAEDRAIF   
Burkholderia multivorans 17616        PREHVDARLR EVRTIVELTV PFELDRAAID SVERGARDAD WQAAKEAAQR LAFAEDSAIF   
 
                                             130        140        150        160        170        180           
                                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T DGYAAAGILG LREGTSNPKL ALPSSASDYP AAIAAALNQL RLAGVNGPYA VVLGAGVYTA   
Rhizobium radiobacter                 DGYAAAGIQG IREGSSNPIL PLPSNVRGYP DAIAKAVSQL RLAGVNGPYA LVLGTEAYTA   
Acetobacter pasteurianus              DGYTAAGITG IRQGSSNPHT KLPTSAKDYP RAITNALDTL RLAGVNGPYA LVLGTKAYQA   
Gluconacetobacter hansenii            DGYAAAAMQG IRQSTSNTHL KLPVSAKDYP RVIADALGAL RLAGVNGPYS IVLGTKAYEV   
Acidobacterium sp. MP5ACTX8           NGYSAANIQG IREGSSNPAM TLPSDVRDYP DAVAQALSQL RLVGVNGPYS VLLGAKAYTE   
Escherichia coli MS 146-1             DGYMAAGIAG IRPQSSNTPL TLPATASDYP TVVAQALDQL RVAGVNGPYH LVLGEKAYTS   
Methylocella silvestris BL2           DGYADAAITG VRQGTSNPIM TLPADVRDYP DAIAHALSQL RLVGVNGPYA VLFGAEAYTA   
Methylobacterium extorquens AM1       EGYAAAGIGG IGKGSSNAAV PLPATLDDYP EAVARALNDL KLAGCNGPYV LVLGGDVYRA   
Burkholderia phymatum STM815          DGYKAAGIVG IREGSSNTSL ALPADVADYP NAIGGALQQL RLAGVDGPYS VLLGADAYTA   
Burkholderia vietnamiensis G4         DGYAAAGIVG IREGTSNRKL ALPADVSAYP DAISDALEAL RLAGVDGPYS VVLGSDAYTA   
Burkholderia cenocepacia AU 1054      DGYPAAGIVG IREGTSNRRL TLPADVGAYP DAISDALEAL RLAGVDGPYS VVLGSDAYTA   
Burkholderia xenovorans LB400         DGYQAAGIGG IREGSSNPSL ALPADVSDYP NAISNALEQL RLAGVDGPYS VLLGADAYTA   
Burkholderia multivorans 17616        DGYPAAGIVG IREGTSNRKL TLPSDVGAYP DAISDALEAL RLAGVDGPYS VLLGADAYTA   
 
                                             190        200        210        220        230        240           
                                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T LSGGDDEGYP VFRHIESLID GKIVWAPAIE GGFVLSTRGG DFELDIGQDF SIGYSSHSAD   
Rhizobium radiobacter                 ASGGSDDGYP VFHHIERVVD GGIIWAPAIE GGFVLTTRGG DFELDIGQDI SIGYLSHSST   
Acetobacter pasteurianus              VSGGDDVGYP VLKHIESLIE GEPIWAPAIE GAFVISKRGG DLQLDIGQDF SIGYLSHTAE   
Gluconacetobacter hansenii            ISSGDDEGYP VRKHIESLID GKLIWAPAIE GAFVVSTRGG DLALDIGQDF SIGYLAHTAQ   
Acidobacterium sp. MP5ACTX8           LAETRDHGYP ILEHVKRIVD GNLIWAPAIE GAFVLTTRGG DFELNIGQDV SIGYLSHTDS   
Escherichia coli MS 146-1             ITGGNEGGYP VFQHIRRLID GEIVWAPAIE GGLLLTTRGG DFVMDIGQDI SIGYLNHTGT   
Methylocella silvestris BL2           LAETSDHGFP VLEHVKRLVE DQIFWAPAIA GAFVLTTRGG DFELTLGQDV SIGYLSHTAE   
Methylobacterium extorquens AM1       ASGGNEEGYP IFHHLERIVD GGVIWAPAIA GGFVLTTRGG DFELDIGQDI SIGYLSHSAT   
Burkholderia phymatum STM815          LGEASDQGYP VIEHIKRIVN GEIIWAPALE GGSVLSMRGG DYELHLGQDV SIGYQSHTDS   
Burkholderia vietnamiensis G4         LSEARDQGYP VLGHIKRIVS GEIIWAPAIS GGCVLSTRGG DYELHLGEDV SIGYTSHTDK   
Burkholderia cenocepacia AU 1054      LSEARDQGYP VLGHIKRIVS GEIIWAPAIS GGCVLSTRGG DYELHLGEDV SIGYTSHTDK   
Burkholderia xenovorans LB400         LGEARDQGYP VIEHIKRIVN GDIIWAPALA GGSVLSTRGG DFELHLGEDL SIGYTSHTDT   
Burkholderia multivorans 17616        LSEARDQGYP VIEHIKRIVS GEIIWAPAIS GGCVLSTRGG DYELHLGEDV SIGYASHTDK   
 
                                               250        260        270             
                                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|.. 
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5T SVELYLQESF TFQLLTTEAS VALSAAKNEA PSAP     
Rhizobium radiobacter                 VVELYLQETF TFRMLTAEAA VVLAPSET            
Acetobacter pasteurianus              TVELYLQESF TFRVLTSEAT VCIA                
Gluconacetobacter hansenii            TVDLYLQESF VFRALTSEAT VVLDPTTNET DLAKEPA  
Acidobacterium sp. MP5ACTX8           VVRLYLQESF TFRVLTSEAS VVLAPSA             
Escherichia coli MS 146-1             DVELYLQESF TFSALTSEAT VTLLPPEE            
Methylocella silvestris BL2           TVQLYLQESF TFRYLTSEAA VALAPPAS            
Methylobacterium extorquens AM1       TVELYLQESF TFRMLTSEAA VALAPPDESL SGL      
Burkholderia phymatum STM815          TVRLYLRETL TFLMLTSEAS VSVVPTE             
Burkholderia vietnamiensis G4         VVRLYLRETL TFLMLTGEAS VAVTPQGSAA V        
Burkholderia cenocepacia AU 1054      GVRLYLRETF TFLMLTSEAS VAVAPQGNAA A        
Burkholderia xenovorans LB400         VVRLYLRETL TFLMLTSEAS VSVTQAE             
Burkholderia multivorans 17616        VVRLYLRETL TFLMLTSEAS VAVAPAAGTP A        
 

Figura 17: Alinhamento da bacteriocina de G. diazotrophicus com os atribuídos com base em proteínas da mesma 
família em outras bactérias. O alinhamento múltiplo foi realizada utilizando ClustalW. Aminoácidos conservados são 
indicados em negrito (continuação). 
 
 O gene que codifica um possível transportador de bacteriocina (GDI_3499) possui 2.226 
pb e compreende as posições de 3596584 a 3598809 no genoma de G. diazotrophicus. Essa proteína 
pertence ao domínio de transportadores do tipo ABC, possuindo cerca de 80,7 kDa, segundo as 
análises do servidor Expasy. Os transportadores ABC pertencem a uma grande família de proteínas 
responsáveis pela translocação de diversos compostos através da membrana, tanto em células 
procarióticas quanto eucarióticas (FATH e KOLTER, 1993).  

A ORF GDI_3499 mostrou uma sequência de alta identidade em seu domínio C-terminal. 
Essa alta identidade com proteínas transportadoras de bacteriocina de outros gêneros da família 
Acetobacteraceae (Figura 18) é explicada também pela proximidade taxonômica entre as espécies. 
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                                               10         20         30         40         50         60                 
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T  -----MAQPD --------PV EDT-----RP TPTTICLHAA AAAARYHGLS VDVRDFVAEP   
Gluconobacter oxydans                  -----MEHTQ SLSGPDGR-- ---------V SPTVIRLYAV LAAARYHGLE LDIRDFAAEP   
Acetobacter pasteurianus               -----MDQTD HVPEQAGSPS DTDRGQGAPV SAPVIRLKAV VAAAKYHGLE LDVRDFAAEP   
Gluconacetobacter hansenii             -----MGYLD PKTDPALPPP EDD-----PH APVTIRLQAV VRAAKFHGID LEVRDYRAEP   
Granulibacter bethesdensis             MQNNSDALPS SAQGPQQEAA LVDVENEALP PAVEARLAAV EEAGRFHGIT LDRGMLRIVS   
Acidiphilium cryptum                   ---------- -----MSETI EPVDAAPDGG RELHVRVLAV RAAARFHGID LDPELLRKEG   
Rhodomicrobium vannielii               -MNFVSPANI PLHIATSDFG EKAASDGQGT TALQARIVAA THVARYHGVD PDPSGIRPNA   
Mesorhizobium loti                     ---------- ---------- ---------- ---------M LRAARYHGVE LDPNEFRAAS   
Azospirillum brasilense                --MRPPEERL GHRGQMQTKT AADPQQASSE AMRTTSLHAL AVVARHHGLH LSVEQLRRDY   
Rhizobium vitis                        ---------- ---------M NAEDRDLADE GQARSALAAL ALATQKLGLS LSVEQLCRDY   
Nitrobacter sp. Nb-311A                ---------- -------MIA PVAAEDADID PMPPSGLECL VIVARQHGLD LTSTQLIKDN   
Bradyrhizobium sp. ORS278              MPGRAAAPWR RQMIKAGVTM ELVPSAQTAE AVEPTGLASL VIVARQHGLH FTVSQLIHDN   
Nitrobacter winogradskyi               ---------- -------MVA PAVAEDADID PMPPSGLECL VIIARQHGLD LTSTQLTKDN   
Nitrobacter hamburgensis               ---------- -------MIA QAVAENADVD PIHPSGLECL VIVARPHGLD LTATQLIKDN   
Rhizobium etli                         ---------- ---------- --------MS GFLHTNLHCL ALVARHHGVD LSPERLQHDY   
Rhizobium leguminosarum                ---------- ---------- --------MS GFLHTNLHCL ALVARHHGVD LAPERLQHDY   
Rhodobacter sphaeroides                ---------- -----MAAFD SQLPGSIALD TPVLSTLRAV FLVAAHHGVL LGPDELP---   
Rhodobacter capsulatus                 ---------- ----MTHALS PRQQEDIALG SPQMTALRGL FLICLHHGVT LPVTEIP---   
Herbaspirillum seropedicae             ---------- ---------- MNETDKDHPP ADIDSGLQCL MMMARLHGIA ADAQQLQHRF   
 
                                               70         80         90        100        110        120              
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T  GEVS--PSPA ALARWLNDQG AVARGMR-LS WRALVRVRSA PPVVLMFRDG SAGLMVAG--   
Gluconobacter oxydans                  GEDS--PSPA TLARWLNEQG AVAKGMR-LR WRYLVKIRNS PPVVLMFKDG SAGLMVRA--   
Acetobacter pasteurianus               GEDT--PSPA TLVRWLEEQG AVAKAVR-IK WRYLVKMTNS PPIVLMFRDG SAALMVNA--   
Gluconacetobacter hansenii             GEEV--PSVA SLARWLEENG LSARGMH-MP WATLVQMRDI PPIVLMFTDG SAGLMVGA--   
Granulibacter bethesdensis             G-ET--PSAA MLGQWAKDCG LAARGLR-LS WGQLMKMKGT SPLVMLFKDG GAGLMVGV--   
Acidiphilium cryptum                   GGAP--PSSA GLVEWTRDAG LWARAIR-VN FRQLLKIETT APVILLLKDG GAAIMVAA--   
Rhodomicrobium vannielii               GGAA--PTSP ALVEWLRQYG LWARAVR-LS FGQLMKLDNP APVLLLLSDG GAAVVVGR--   
Mesorhizobium loti                     --AV--PAAA DLSQWAQDAG MWSRAVR-IR WSHLLRFQDA GPVVLLFNDG GAALLTGA--   
Azospirillum brasilense                AIEAGEPSTA TLVKIAEDNG LTVRSAS-LR WKHLSRLGKA LPLLLRLRDG STMVLVAFRE   
Rhizobium vitis                        GDEE-CFSLP QLAEIIGDHG VKAKPIR-MN WKLLSQMEGA VAAVIQLNDG SLLVFENFVD   
Nitrobacter sp. Nb-311A                LLTGGEVSPS QLVGCAEKAG MRSKHVQ-LD WGGLSHLKKA LPAIVGLRNG SFMVLLGVAG   
Bradyrhizobium sp. ORS278              VLSGSEVSTA EIVKCANNSG MRAKAVR-LD WDGLSHLKRA LPAIVRLKDG SSMVLLRLEG   
Nitrobacter winogradskyi               LLAEREVSPG QLVRCAENAG MRSKHVN-LD WDGLSHLKKA LPAIVGLRNG SFMVLLAVEG   
Nitrobacter hamburgensis               LLTDREVAPG QLVRCAEKAG LRSKHVK-LD WDGLSHLKKA LPAIVGLRDG SYMVLLRVDG   
Rhizobium etli                         SVGNEPVAVR QMLRMAKDAG LRARHLT-LD WRSLFQLGEA FPVLAELSNG NWVVIAGALG   
Rhizobium leguminosarum                AVGNDPVAVR QLLRMAKDAG LRARHLT-LD WRSLFQLGEA FPALAELTNG NWVVIAGAVG   
Rhodobacter sphaeroides                PLETGDFAP- DLLRLLGGKG LRCRLLADAG WRTASRLGQA YPALAELRGG HWAVLVHAGG   
Rhodobacter capsulatus                 ALEEGSIAP- RLEATFQRAG FRSRQISGGT WRTAKGLGSA YPALCEGKDG RWFILAHTVD   
Herbaspirillum seropedicae             GRQP--FEMQ TILLAARVLG MTAKCLH--- QQRERLERTP LPAIGIDRNG RFFVLAKVEQ   
                                              130        140        150        160        170        180           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T  DPARGVVWLR DPMGDEGTPP VPLDELRLSQ VWTGDVLLVK RRRDQSEADA PINAEWLGRM   
Gluconobacter oxydans                  DAEKGVVWLR DPMGGEGDAP VPVDELRLMQ VWTGDVLLVK RRRDESEADA RFDLLWFAKM   
Acetobacter pasteurianus               TPDRGVVWLQ DPLKGAAVAA VPVDELRLSR IWTGDILLIK RRKGESEADA PVSLGWLAKM   
Gluconacetobacter hansenii             DAGDGVVWLV DPFAPEGSAP VAVDELRMHQ AWTGDVLLVR ARSETRQSEP PIDAAWLARM   
Granulibacter bethesdensis             DPQRKIVFMK DPLAPRSDDP IAIDELRLSQ AWDGDTLLIR SQRGVAEEDA PFNFSWLLGM   
Acidiphilium cryptum                   DRERAVVFLR DPRAPQGTAP VPVDELQLGQ LWDGTVLLVR GERGEDDAEP VFNFALLFRM   
Rhodomicrobium vannielii               NHEHGVLLVR DPLAPSSKPP TPIDELRLKQ VWDGTALLVR ASRGESEDEK PFDLGLLTRM   
Mesorhizobium loti                     SAERNVVFLK SADAPEDGEA VAIDELRLSQ VWTGEALLLR ATRSYVAADA PFTLRWLAEL   
Azospirillum brasilense                DGGAPAAMLQ DPLSPDQ-AC VAVDELRLMS VWDGDAIFVK RRYSMNDEER PFGFTWLIGQ   
Rhizobium vitis                        DPQTPRMVFR DPADSKA-AR FVVDELRLME NWSGHVLLMK REMTEASARE EFGFHWLLAQ   
Nitrobacter sp. Nb-311A                DANNTRIALR DP-NAAEDAL LVIDRLRFED IWSGDVVLAK RNYEISDESQ PFSFGLVAAL   
Bradyrhizobium sp. ORS278              DENNPRAVLR DP-NVGEDAL LVIDRLRMEQ VWTGEVVLAK RDYEISDETQ PFSLGLITAL   
Nitrobacter winogradskyi               DANNTRIALR DP-NAAEDAL LVIDRLRFED IWSGDVILAK RNYEISDESQ PFSFGLVAAL   
Nitrobacter hamburgensis               DANNTRIALR DP-NAAEDAL LVIDQPRFED IWSGDVVLAK RNYEISDESQ PFSFGLVAAL   
Rhizobium etli                         QGEDERIRVL DP-LAARPEV MLLGEEQFAK AWLGSVVLVK RNYRMSDEDR PFGFRWFVPE   
Rhizobium leguminosarum                SGEDERIRVL DP-LASRAEV MMLSEEQFAK AWLGSVVLLK RNYRMSDEDR PFGFRWFVPE   
Rhodobacter sphaeroides                AEGARTVALL DP-RNEAQGV QPLPWEDFAR DWTGRLILIG RPDRPRAAET AFGLRWFLPA   
Rhodobacter capsulatus                 LPAGPHAAIL DP-AREGEGI LFLPQAEFEA RWSGRLILAR LRKTELSARR PFGLGWFMPA   
Herbaspirillum seropedicae             AQGESAHGQR ILVQQPGQAP QVLSQRDFEA LWSGQVILFT SKASYAQESS RFDFSWFIPA   
 
                                              190        200        210        220        230        240           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T VLRERRALRD ILLASMVLSV LAIFPPLIVM QVIDKVVNYR SMSTLVSITA ILGVMSFYEI   
Gluconobacter oxydans                  VLRERKVMRD IAFASLVLSI LQIFPALIVM QVVDRVVNYH SMATLISLSG FVIILSFYEI   
Acetobacter pasteurianus               VLREKRSMRD IGIASMVLSV LQIFPPLIVM QVIDKVVGYH SMSTLVSISG LLFIFSLYEV   
Gluconacetobacter hansenii             VMGERSLLRN IILASMVISI LAIFPPLIVM QVIDRVVNYH SMATLISISG LVIVMSFYET   
Granulibacter bethesdensis             VLKEKRNLVD IGVASITLSV LTIIPPMLVM TVIDKVIAHQ SMSTLLLVSL ILLVCVVFET   
Acidiphilium cryptum                   VWREKRILRD IAISSVTLTV LQVIPALLVM VVLNSVIEYH AMNTLALISI VFVIAILWEA   
Rhodomicrobium vannielii               VWGEKSILRD VAIGSITITI LSVLPVLMIM TTLNTVVTYH SMNTLTLIVV VLLIALGFEM   
Mesorhizobium loti                     VRLESHALRD ITIASFTLSV LTILPPLIVM TVVNKVLQFN SISTLVLLSA VIAVVFAYET   
Azospirillum brasilense                ILREKKIFRD VGVSAIVLSL FALVPPLVFM VILDRVLVHQ RLSTLYVLLT AIGFLLVFDT   
Rhizobium vitis                        VMQDRRMVRD VFISAISLGI LALVPSLFYM VVIDKVMVHH RLSTLTLMAA AILVVLLFDM   
Nitrobacter sp. Nb-311A                MFRERRIVRD VAISALVLGF LGLAPIMFWR LLSDKVILYH AYNTFYVLCL AMLVLIAFEA   
Bradyrhizobium sp. ORS278              IFRERRIVRD VAVAALVLGM MGLAPIMFYR LLSEKVLYYK AFNTFTVLCV AMLVLIAFES   
Nitrobacter winogradskyi               LFRERRIVRD VAIAALVLGF LGLAPIMFWR LLSDKVIFYH AFNTFYVLCL AMLVIIAFEA   
Nitrobacter hamburgensis               IFRERRIVRD VAIAALVLGF LGLAPIMFWR LLSDKVIFYH AYNTFYVLCL AMLVIIAFEA   
Rhizobium etli                         IIRQRSFFRD VALAAFVLYG LGLTTPMFFQ LVIDKVLVHQ SYATLTVLTI GIAVALVFDA   
Rhizobium leguminosarum                IIKQRSFFRD VALAAIVLYG LGLTTPIFFQ LVIDKVLVHQ SYATLTVLTA GIAIALVFDA   
Rhodobacter sphaeroides                LAREKGLFLG VAVAVVIGNL ISYALPLLMQ AMIDRVIAYR AWNTLAAVAA VFVLLALFDA   
Rhodobacter capsulatus                 LLEQRALFGG VAVAVVAGNL IAFALPFLMQ VMIDSVISSH AWNTLAAVLS VYVFLVLFDA   
Herbaspirillum seropedicae             VVKYRKTLAE VLLISLVLQL IGLITPMFFQ VVMDKVLVNH AMMTLNVIAV GLIAATVFEA   
 

Figura 18: Alinhamento do transportador de bacteriocina de G. diazotrophicus com os atribuídos com base em 
proteínas da mesma família em outras bactérias. O alinhamento múltiplo foi realizada utilizando ClustalW. 
Aminoácidos conservados são indicados em negrito.  
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                                              250        260        270        280        290        300           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T LLTYARRELA LVVTTRLDTR ISLLVFDRLL ALPLEFFERQ QAGQVIGRVS AIYRVRDFMT   
Gluconobacter oxydans                  LLTYARRELS LILSTRLDAR ISLHAFNRLL ALPLEFYERE QTGEILGRFM AVFKVRDFLT   
Acetobacter pasteurianus               LISYGRRELS MVLTTRIDSR ISLHLFSRLL SLPLEYFERQ QAGNVLGRVT AIYKVRDFLT   
Gluconacetobacter hansenii             LLTYGRRELT LVISTRLDTK ISLTVFDRLL ALPLEFFERA QAGNIIGRVS AIYKVRQFMT   
Granulibacter bethesdensis             VLGYTRREIT QIVAARLDAK LALHIFNRLL ALPLEYFEQH PAGETTQRLY QVFRIRDFMT   
Acidiphilium cryptum                   VLTWGRQMML VMLSTRLDAR LNLMIFDRLM TIPIEFFERN QAGQIGYKVG QIYRVRDFIT   
Rhodomicrobium vannielii               LIAWSRRMLL ITLATRLDTR LHLAIFNRLM TLPIDFFERN QAGELSYKVS QLYRVREFLT   
Mesorhizobium loti                     LLGHARRLII NVVGARLDTK LQLHVFSRLL RLPLDYFERH PAGETMYHLA QVYRIREFLT   
Azospirillum brasilense                LFGYMRRYLV AIGTARVDAR ISTYIFDRMI SLPIDFFERT PTGFISYKLN EIWRVRNFLT   
Rhizobium vitis                        LLGYMRRTVT AIVTAKIDVR LNLMIFDRLS RLPIEFFEQN ATGGIVHRLG EARRLRAFVT   
Nitrobacter sp. Nb-311A                VFAFLRQVLV HRLTTRLDVK LSTYVFEKVL NLPIDFFEQT AVGLVARDIH EVYRIRSFLM   
Bradyrhizobium sp. ORS278              AFAFLRQLLV HQLTARLDVK LSTYMFEKVL NLPIDFFERN QVGMVARDMR EIFRIRTFLM   
Nitrobacter winogradskyi               VFAFLRQVLV HRLTTRLDVK LSTYVFEKVL NLPIDYFEQT AVGLVARDIH EVYRIRSFLM   
Nitrobacter hamburgensis               TFAFLRQILV HRLTTRLDVK LSTYVFEKVL NLPIDYFEQT AVGLVARDIR EVFRIRSFLM   
Rhizobium etli                         TFSFLRRYLL LYATNRIDIR VATRTFGHLL NLPIALFEQA SAGVLVKHMQ QTGRIREFLT   
Rhizobium leguminosarum                TFTFLRRYLL LYATNRIDIR VATRTFGHLL NLPIALFEQA SAGVLVKHMQ QTGRIREFLT   
Rhodobacter sphaeroides                GFGYVRQRLS QIAGGRIDAH LGAESVAHLL SLPMTLFETT PAGVLARNIQ QTDRIRQFLT   
Rhodobacter capsulatus                 AFSYVRQRLM QICGGRLDAR IGAAVHAHLL SLPLSMFETT AAGVLARNMQ LTEKIRHFLV   
Herbaspirillum seropedicae             VLTGIRTAIF ANASSKIDVE LGSRLFSHLL SLPLSYFQVR RAGDSIARVR ELENIRSFLT   
 
                                              310        320        330        340        350        360           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T  GRLMNTVLDL FTLVVVLPFL FYFSATLAWM TLAAAGAIGL VVAGFMLPVG RLVARKVQAD   
Gluconobacter oxydans                  GQLMSTLLDL FTLIVVLPVL FVMSPTLAWM TLAAAGCIGL IVVIFLPLVT RVMGRQVLAE   
Acetobacter pasteurianus               GRLMTTVLDL FTLVVVLPFL FILSATLAWM TVACAGLIGL VVVVAMSPLA KLMVQQLAAD   
Gluconacetobacter hansenii             GRLLSTFLDL FTLVVILPLL FWLSATLAWM TIAAAGAIGL VVVIGMAPMG RLVGRQVNAE   
Granulibacter bethesdensis             GKLLQTFLDF FTLIVLLPFL FYLSATLTWM VIGISVLITL TIVTFLNPMR RAVGKVVVAE   
Acidiphilium cryptum                   GRLLTTFINI FMIALVLPIL FYLNAFLAWT VLIASATIAV IITAFLPALA RLTGRIIEAE   
Rhodomicrobium vannielii               GRMITTFIDV AMVLLLLPVL FYMEPTLAWT VLAAAACITL IIWAFLRPLA DLTGKVIQAE   
Mesorhizobium loti                     GKLLSTFLDM ITLCVLVPVM FYINTALAWI VLACAVVIML IILAFLMPLR RRYQRVVDAE   
Azospirillum brasilense                GQLFGTLLDS MTLIVLIPTM FILSPPLAIY VLSIAFIMGL VVVIYIGPLA RAYGKVIKAE   
Rhizobium vitis                        GQLFGSVLDM LSLFVLIPVM FLLSPGLTFW VLGLGAMMSL ILFIYMKPIR RAYAQVMGSE   
Nitrobacter sp. Nb-311A                GQLFGTMLDS TTLIFFLPLM FFFSPIMTLV VLAFSAMIVG WLVLMMPTYR KVSNAVLVAE   
Bradyrhizobium sp. ORS278              GQLFGTILDS TTLIFFLPVM FFFSPIMTFA VLAFVALIAV WLVAMLPVYR KRSHAVLAAE   
Nitrobacter winogradskyi               GQLFGTILDS TTLIFFLPVM FFFSPIMTLI VLTISAMIVG WLMLMLPTYR KVSNAVLVAE   
Nitrobacter hamburgensis               GQLFGTVLDS TTLIFFLPVM FFFSPTMTLV VLALSAMIVG WLILMLPAYR KSSNAVLVAE   
Rhizobium etli                         GRLFLTLLDG VSLFVFVPIL LLYSAKLTLV VLGFAALVGL VVMMLVGPFQ RRLQALYQAE   
Rhizobium leguminosarum                GRLFLTLLDG VSLLVFVPIL LLYSVKLTLV VLGFAALVGL VVMMLVGPFQ RRLQALYQAE   
Rhodobacter sphaeroides                GRLLQTLLDA ALLPVLFATL AFLSGRLALV IAAYGIAIAG CIALMLPLLQ RRLNAVYAVE   
Rhodobacter capsulatus                 GRLFQTMLDA ALLPVLLTLL ALLSGLMTLV VLGFALTIAG LLAVFLPALQ RRLSALYDAE   
Herbaspirillum seropedicae             GNAMTLVLDI MFSFVFLGVM LWYSVSLSLI VLASIPVYVL LSLVFTPLLR ERLNDKFNKS   
                                              370        380        390        400        410        420           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T TARGAALYET VAGIRTIKTL ALERTRRELW DDRSAQSALW GLAAGRMGNV AATVAQPFEL   
Gluconobacter oxydans                  MKRGSVLYET VAGIRTVKTL ALESTRRELW DERTADVVRW KLAAGRMASW PQTLVMPFEI   
Acetobacter pasteurianus               RDRSAVLYES VAGIRTLKTL ALEPIRKQAW DDATANVIRW KLAVGRFSNW TQTIVMPIDL   
Gluconacetobacter hansenii             MARNAVMYET VSGIRTIKTL ALEPSRRHLW DERTADVVRT SLASGRMGNW INMMVMPLDL   
Granulibacter bethesdensis             IAKNTVMVET VHGIRTVKSM GLEPQQKEAW DVRAAVSARA RLAAGRLSNW PNTIVTPLER   
Acidiphilium cryptum                   SRKGAVLVES LYGVRTVKAL ALEKVRSDDW DGRVALTSQL NLEMGRLSAW PQVLSLPLER   
Rhodomicrobium vannielii               SDKGSTLVES IYGIRTVKSL CLESTRAAEW DQRIATVGDL NMRMGKLSNW PMVLVMPFEK   
Mesorhizobium loti                     TWKSAALGET VVGIKTVKAL GLEPQRKALW DERVAEAGKA RLAFGQLASW PQTLVTPIER   
Azospirillum brasilense                QRKGSFMIEV LHGMRTVKSL ALEGRKRLDW DVRVAEAVRA NTNMQLLSNQ PQTILQPLEK   
Rhizobium vitis                        HRRTAMLIEM INGIRTVKSL ALEGRKRREW DQKVAEAVNN QTNLLFLANQ PQTLLAPLEK   
Nitrobacter sp. Nb-311A                GAQGAFLVQT LNGIRTVKSL ALDARQRHMW DVLVARVAKA RLAEGMTGNA IQAVVRPLER   
Bradyrhizobium sp. ORS278              GAMGAFMVQT LNGIRTVKSL ALDARQKHMW DVFVARLAKA RMAEGMTGTI IQAVVRPLER   
Nitrobacter winogradskyi               GAQGAFLVQT LNGIRTVKSL ALDARQRHMW DVLVARVAKA RLAEGMTGNA IQAVVRPLER   
Nitrobacter hamburgensis               GEQGAFLVQT LNGIRTVKSL ALDARQRHLW DVLVARVARA RFAEGMTGNA IQAVVRPLER   
Rhizobium etli                         GDRQALLVET VHGMRTVKSL ALEPRQRKVW DDYSAQSISV RFRVEKISTI AQSMTGLLEK   
Rhizobium leguminosarum                GDRQALLVET VHGMRTVKSL ALEPRQRKVW DDYSAQSISV RFRVDKISTI AQAMTGLLEK   
Rhodobacter sphaeroides                AERQALLVET LHNMRAVKSL AVEPARGALW EESLALSVRR QWDLGRVSAV TSTLTSLLER   
Rhodobacter capsulatus                 AGRQAHLVET LHNMRTVKAL VLEGTRRGLW ETALARTIRS QWQVGELSAT VSALTSLMER   
Herbaspirillum seropedicae             AENQSFLVET LTGMDTVKAM AVEPRWQQKW DKQLAAYVAA GLTTTNISLL ASGAVGLVSK   
 
                                              430        440        450        460        470        480           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T FINRGILLVG AYLVLTKRGD -MAGGALMAF MMLGGRVAAP LVGLARLLDD AGEVRTALAE   
Gluconobacter oxydans                  FINRGIILVG AYLILTNASS -MQSGALMGF MMLGGRVASP LVNLAKLMEA FNEVSVSLSE   
Acetobacter pasteurianus               FINRGIILVG AYLALVSPSA -VGTGGLVAF MMLGGRVASP LVGLARLMDE FNEVMASLGE   
Gluconacetobacter hansenii             FINRGIILIG AYLAISSTST GLEAGALMAF SMLGGRVAAP LVGLARLIDD LNDVRASLGE   
Granulibacter bethesdensis             FIDRGVLLIG AYLALTHPDS GVAVGSLVAF MMLGGRVAAP LVGMARLLED FEEVRTSVGE   
Acidiphilium cryptum                   YATIGVLLLG GYVALTSQNP -LAAGSLVGF MLLGGRVAGP LISFARLVQD AQEARAAVGI   
Rhodomicrobium vannielii               YTQAGVLALG AYLAMTSNNP -LSLGGLIGF MMLGGRVAGP LVNLARLLQD VQEARQALFQ   
Mesorhizobium loti                     VMVLGTMLIG AYLAMNDR-T GYMVGGLFAF MMIAQRVAQP LVGLARLVED YEEVGAAIGE   
Azospirillum brasilense                AIYAGSLGLG AYLAIGEGAI -VYGGSLVAF SMIANRATQP FVQIAGLMQQ FQEVRGAVAQ   
Rhizobium vitis                        LIYAGSLLIG AYLVIVNEHT -VMTGTLVAF TMIAMRATQP LVQMAGMMQQ MEEARGALRQ   
Nitrobacter sp. Nb-311A                LAVSGSYAIG VYLALTNNDP -VFIGALFAF LMLSQRVSGP LMQIAQLINQ YDEARSAVAT   
Bradyrhizobium sp. ORS278              LAVSLPYALG VYLALTTDDP -VYVGALFAF LLLAQRVAAP LMQMAQLVNQ YDEARSAVGI   
Nitrobacter winogradskyi               LAVSGSYAVG VYLALVNSDP -VYIGALFAF LMLSQRVSGP LMQIAQLINQ YDEARSAVAT   
Nitrobacter hamburgensis               LAVSGSYAVG VYLALTNDDP -VFIGALFAF LMLSQRVSAP LMQMAQLINQ YDEARSAVAT   
Rhizobium etli                         LMSVAIIGLG ALDVFSGSMT ---IGALVAF NMLAGRVSGP LVQIVTMVHE YQEVALSVRM   
Rhizobium leguminosarum                LMSVAIIGLG ALDVFSGAMT ---IGALVAF NMLAGRVSGP LVQIVTMAHE YQEVALSVRM   
Rhodobacter sphaeroides                LMQVSVVAFG VALALEGAIT ---VGTLVAV LMLAGRVSGP LVQIVGLVNE WQEAALSIGM   
Rhodobacter capsulatus                 LMQVAVLGLG AEQVLSGQIS ---VGTLVAF MMLSGRVTGP LVQIVGLINE WQEAALAVRT   
Herbaspirillum seropedicae             LVTVGIMWLG ALLVVKNEMS ---VGELVAF NMLAGQVASP ILRLAQLWND FQQIGISMSR   
 

Figura 18: Alinhamento do transportador de bacteriocina de G. diazotrophicus com os atribuídos com base em 
proteínas da mesma família em outras bactérias. O alinhamento múltiplo foi realizada utilizando ClustalW. 
Aminoácidos conservados são indicados em negrito (continuação).  
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                                              490        500        510        520        530        540           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T AGTVLNQPTE RLAMTTGLRP RIRGALSFAD VSFSYPGATT RALADVSFEV PAGSMLGLVG   
Gluconobacter oxydans                  AGMVLNQPTE TKALTTGMRP VIKGALSFNH VDFCYPGSTA KALNDVTFDI PAGTMLGLVG   
Acetobacter pasteurianus               AASVLNQPTE TRALTTGMRP RIKGALSFED VNFSYPGSTR LALKSVNFSV PAGTMLGLVG   
Gluconacetobacter hansenii             AGSVLNRPTE TQALTTGMRP PIHGALSFSD VCFTYPGAST PALSDVTFNV PAGTMLGLVG   
Granulibacter bethesdensis             VGAVLNNPNE SNALQNGLRP KFAGAISFDN VQFTYPGSKT PALCGVTFSV PAGTMLGLVG   
Acidiphilium cryptum                   VGEVLNRPTE RRAMNTGLRP AFRGAVAFEE VTFTYEGGKT PALNKVSFSI PEGTMLGIVG   
Rhodomicrobium vannielii               VGWVLNRPTE KRALTHGLRP KLEGAISFDE VTFKYEGSKS PALDNISFAI EPGMMLGVVG   
Mesorhizobium loti                     AASVLNRPLE SSSNSTGLRP RLVGEVVFSD LTFSYIATKI PALDRVSFHI PAGSMFGIVG   
Azospirillum brasilense                VASVVNQAPE QTLGRQGVRP EIKGDITFSE VTFRYPGSQS PALDDIGFSI QAGQVIGIMG   
Rhizobium vitis                        VASVINAEPE PRR-EHGVRP EFSGRISFED VRFAYAGTAV PALNAINFHV KPGNIVGLMG   
Nitrobacter sp. Nb-311A                VRKLVNQPAE EGRSGHGVRS PIEGKVEFSD VTFRYKGAVS SSLNGVSFEV TPGTTLGVMG   
Bradyrhizobium sp. ORS278              VGKLVNQPAE EGRSGHGVRV PLKGLVEFSG VTFKYKGAVS PALNNLSFEI PLGAKLGVMG   
Nitrobacter winogradskyi               VSKLVNQPAE EGRAGHGVRS PIEGKVEFSN VTFRYKGAVS PSLNGISFEA TPGATLGVMG   
Nitrobacter hamburgensis               VRNLVNQPAE EGRSGHGVRS PIEGRVEFSN VTFRYKGAVS PTLNGISFEV TRGTTLGVMG   
Rhizobium etli                         LGEIMNQRPE QAGRGRGVRP HLHGRIEFDR VTFRYAPDTA PALDNVSFAI PAGSVFGVVG   
Rhizobium leguminosarum                LGEIMNQRPE QAGRGRGVRP HLQGRIEFDR VSFRYSPDSA PALDNVSFAV PAGCVFGVVG   
Rhodobacter sphaeroides                LRRIMDHPPE RPDTAALARP ALTGALEIRG VSFAYPGAAT PALDQVSLAI EPGQVIGIVG   
Rhodobacter capsulatus                 LRGVMDHPPE RGPEVRPIRP PLRGAIRIED LCFTYPGTAT PALDHLTLDI AAGQVIGIVG   
Herbaspirillum seropedicae             LADVLDARTE VAGNRTRL-P RVNGAISFDL VSFRYRPETP EVIRGLSLQI RPGEVIGIVG   
                                              550        560        570        580        590        600           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T RSGSGKSTIT RLLQGVSRSY TGYLKLDGVD LREINLVHLR RSFGVVLQDN FLFRGTVRDN   
Gluconobacter oxydans                  RSGSGKSTIT RLLQGVSRNY TGYLRLDGVD LREINLTHLR RSFGVVLQDN FLFRGTIRDN   
Acetobacter pasteurianus               RSGSGKSTIT RLLQGVSRSY TGYLKLDGVD LREINLTHLR RSFGVVLQDN FLFRGTIRDN   
Gluconacetobacter hansenii             RSGSGKSTIT RLLQGVSRSY TGYLRLDGID LREINLTYLR RSCGVVLQDN FLFRGTIRDN   
Granulibacter bethesdensis             RSGSGKSTIT RLLQGINRDY EGYVKIDGSD LREINLHHLR RSFGVVLQDN FLFRGTIREN   
Acidiphilium cryptum                   RSGSGKSTIT RLLQGINRDY LGAVKIDNTE LREINLRHLR KSFGVVLQDN FLFRGSVRDN   
Rhodomicrobium vannielii               RSGSGKSTVT RLLMGINPEY SGAIKIDGIE LREINLRHLR QSFGAVLQDN FLFRGSVKDN   
Mesorhizobium loti                     RSGSGKSTVA RLLQGINRDY SGFLKLDGVD LKEINLRHLR QGLGVVLQDN FLFRGSIRDN   
Azospirillum brasilense                RSGSGKTTVT RLLQGLHQNY EGLVKIDGVD LREIDLSHLR SNLGVVLQDN FLFNGTIREN   
Rhizobium vitis                        RSGSGKTTVT RLLQGLHQSY SGLIRLDGVE LKEVDLYHLR TNVGVVLQES FLFRGTIRDN   
Nitrobacter sp. Nb-311A                KSGSGKTTIT RLLQRLHSDY DGLIKIDGID VREYDVDHLR RNVGIVLQEN FLFSGTIREN   
Bradyrhizobium sp. ORS278              KSGSGKTTIT RLLQRLHSDY GGLIKIDGID VREYDVDHLR RNVGVVLQEN FLFSGTIREN   
Nitrobacter winogradskyi               KSGSGKTTIT RLLQRLHSDY DGLIKIDGID VREYDIDHLR RNVGIVLQEN FLFSGTIREN   
Nitrobacter hamburgensis               KSGSGKTTIT RLLQRLHSDY DGLIKIDGVD VREYDVDHLR RNVGIVLQEN FLFSGTIREN   
Rhizobium etli                         KSGSGKTTIT RLIQGLYQSQ EGLVRMDGYD SREIDLVHLR TSIGVVLQDN FLFRGTVRDN   
Rhizobium leguminosarum                KSGSGKTTIT RLIQGLYQSQ EGLVRMDGYD SREIDLVHLR TSIGVVLQDN FLFRGSVREN   
Rhodobacter sphaeroides                RSGSGKTTLT RLIQGIETPQ AGLILFDGID IRSIALGPLR RQVGIVLQDN LLFRGTLREN   
Rhodobacter capsulatus                 RSGSGKTTLT RLLQGIGSAQ SGRILYDGND ARHIDLDHLR RSVGIVLQEN VLFRGTLREN   
Herbaspirillum seropedicae             RSGSGKSTLA KLVQRLYICE TGRISVDGQD IAIIDTASLR QQIGVVLQEN TLFSRSIRDN   

 
                                              610        620        630        640        650        660           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T ITAGRPGLTL DDVVRAARLA GAEEFIERMP AGYETWIEEG STNISGGQRQ RLAIARALIC   
Gluconobacter oxydans                  ITAGRPGLTI DDAIRAARLA GAEEFIERMP AGYDTWIEEG STNISGGQRQ RLAIARAVIS   
Acetobacter pasteurianus               ITAGRPGFTI DDVVHAARMA GAEEFIERMP AGYETFIEEG STNISGGQRQ RLAIARAVIT   
Gluconacetobacter hansenii             IVAGRPGLTM EAVVRAARLA GAEEFIERMP AGYETWIEEG STNISGGQRQ RLAIARAVIS   
Granulibacter bethesdensis             IIAGRPGLTL EDVVRAARLA GAEEFIERMP QGYETFIQEG SANLSGGQRQ RLAIARALIS   
Acidiphilium cryptum                   IIAGRPGLTF EDAIRAARLA GAEEFIERLP QGYETFVEEG SPNLSGGQKQ RLAIARALIA   
Rhodomicrobium vannielii               ILAGRPGLSF EDAVRAARLA GAEEFIERLP QGYETWVQEG STNLSGGQRQ RLAIARALIA   
Mesorhizobium loti                     IIAGRPGLTL SDAMRAAHLA GAQEFIERMP NGYDTYIEEG SPNLSGGQKQ RLAIARALIH   
Azospirillum brasilense                IMAANRSASL EEVMRAARLA GAEEFIERLP RGYETMIEEG SANLSGGQRQ RIAIARALLV   
Rhizobium vitis                        ILIAKPDASP EEMIEAAQLA GADEFIERLP RGYDTMLEEH ASNLSGGQKQ RLAIARALIV   
Nitrobacter sp. Nb-311A                ISAAAPDATF DDIVKAARLA GAEEFIDKLP RGYETYVYEG SPNLSGGQRQ RLAIARALIV   
Bradyrhizobium sp. ORS278              ISAAKPDATF DEIVRAARLA GAEEFIDKLP RGYETYIYEG SPNLSGGQRQ RLAIARALLV   
Nitrobacter winogradskyi               ICAATPDATF DDIVKAARLA GAEEFIDKLP RGYETYVYEG SPNLSGGQRQ RLAIARALIV   
Nitrobacter hamburgensis               ICAAVPDATF DDIVKAARMA GAEEFIDKLP RGYETRVYEG SPNLSGGQRQ RLAIARALIV   
Rhizobium etli                         IAAAKPDASI EEIMEVARVA GAEEFIERLP RGFDTMLEEN AANLSGGQKQ RLAIARALIT   
Rhizobium leguminosarum                IAAAKPDASI EEIMEVARIA GAEEFIERLP RGFDTMLEEN GSNLSGGQKQ RLAIARALIT   
Rhodobacter sphaeroides                IALARPEAGL EAVVRAAALA GADEFIRRLP RGFDTPVEEG GANLSGGQRQ RVAIARALLT   
Rhodobacter capsulatus                 IALARPDASH EAVLRAATLA GAAEFIDRLP QGLDTPVEEG GANLSGGQRQ RIALARALLA   
Herbaspirillum seropedicae             IALADPSTPI EQIIEAAKLA GAHDFICELP EGYDTMVGEQ GSGLSGGQRQ RIAIARALIT   
 
                                              670        680        690        700        710        720           
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T DPRLLILDEA TSALDPESEA VVNANLQRIA RGRTMVIVSH RLSSLVDCDQ ICVMDQGRVA   
Gluconobacter oxydans                  DPKLMILDEA TSALDPESEA LVNANLQRIG KGRTMVIVSH RLSSLVNCHQ IAVMDQGKLV   
Acetobacter pasteurianus               DPKLMILDEA TSALDPESEA LVNANLERIG KGRTMVIVSH RLSSLVNCDQ ICVMDQGEVA   
Gluconacetobacter hansenii             DPRLMILDEA TSALDPESEA LVNANLQRLA HGRTMVIVSH RLSSLMECDQ ICVMDQGKVV   
Granulibacter bethesdensis             DPRLMILDEA TSALDPESEA LVNANLVRIG KGRTMVIVSH RLASLTECDL IVVMDQGRVE   
Acidiphilium cryptum                   DPRLLILDEA TSALDPESEA LINANLLRIA RGRTMVIVSH RLASLVDCDM ILVMDAGRVV   
Rhodomicrobium vannielii               DPKLLILDEA TSALDPESEA LINANLQRMA RGRTMVIISH RLSSLVECDK TLVLDRGKVI   
Mesorhizobium loti                     DPTILILDEA TSALDPESEA VVSANLMRIA SGRTMIIVSH RLASLTECDN ILVMDQGKVL   
Azospirillum brasilense                DPSVLILDEA TSALDPDSEA IINNNLTRIA QGRTMIVISH RLASLVSCDQ IMVLERGKLY   
Rhizobium vitis                        NPPILIFDEA TSALDPESEA IILRNLKRIA EGRTVLMISH RLSSLVDCDQ ILVLDRGQLK   
Nitrobacter sp. Nb-311A                DPPILILDEA TSALDADSEA IVNGNISRIA NGRTLIIISH RLSSLTAADA ILVLNRGVVD   
Bradyrhizobium sp. ORS278              NPPILILDEA TSALDADSEA IVNANIARIG HGRTMIIISH RLSSLVDCDA ILVLNRGVID   
Nitrobacter winogradskyi               DPPILILDEA TSALDADSEA IVNANIARIA SGRTLIVISH RLSSLTTADA ILVLDRGVVN   
Nitrobacter hamburgensis               DPPILILDEA TSALDADSEA IVNGNIARIA NGRTLIIISH RLSSLTRADA ILVLDRGAVD   
Rhizobium etli                         DPKLLIFDEA TSALDPDSEA IIRQNLSRIA AGRTVVIVSH RLSTLVDSDA ILVIDRGKVA   
Rhizobium leguminosarum                DPKLLIFDEA TSALDPDSEA IIRENLSRIA AGRTVIIVSH RLSTLVDADA ILVVDRGKVA   
Rhodobacter sphaeroides                DPRILILDEA TSALDPESEA VVNRNLAAIA RGRTMIVVSH RLSSLVRADR IAVLDQGRLV   
Rhodobacter capsulatus                 DPPILILDEA TSALDPESEA VVNRNLAAIA QGRTVIVVSH RMSSLAHSDA ILVLDRGRIE   
Herbaspirillum seropedicae             NPGILIFDEA TSALDYESEK IIQDNMRQIC AGRTVLIIAH RLSAVRDADR IIVMERGRVA   
 

Figura 18: Alinhamento do transportador de bacteriocina de G. diazotrophicus com os atribuídos com base em 
proteínas da mesma família em outras bactérias. O alinhamento múltiplo foi realizada utilizando ClustalW. 
Aminoácidos conservados são indicados em negrito (continuação).  
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                                              730        740        750        760               
                                        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|.... 
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5T DIGPHAALLD RCA-IYRTLW FQQNRHEAR- GREPAHPAAM LAEGQEA--  
Gluconobacter oxydans                  DIAPHSVLLE RCE-IYRMLW LQQNRHMT-- DNDGPGSAGQ LTEGE----  
Acetobacter pasteurianus               DIAPHDVLLE RCD-IYRTLW MQQNRHTE-- GRASSAGASL IAEGE----  
Gluconacetobacter hansenii             DIAPHAVLLR RCE-IYRTLW QQQNRHQS-- SPPAASGEDM LPDLHEPEE  
Granulibacter bethesdensis             DMAPHKVLLE RCT-IYRQLW NQQNRHMEA- AQKQGPVASM LAQGD----  
Acidiphilium cryptum                   DIGRHADLVE RCA-IYRHLW LQQNRHMNPE GGRH-APTPT LAQGD----  
Rhodomicrobium vannielii               DIGPHRELVE RCA-VYRHLW LQQNRHSDYQ GKVHAAPAPS FIQAS----  
Mesorhizobium loti                     DVAPHATLLE RCA-LYRQLW SQQNRHLDG- RHGR-PVAVP PRLV-----  
Azospirillum brasilense                DMGKHDELLQ RCD-VYRHLW FQQNRHLSPG STHDRAPLTP AATA-----  
Rhizobium vitis                        DSGTHHDLLR RSG-DYRHLW NQQNRHLTTG KDHDEN-LDA VA-------  
Nitrobacter sp. Nb-311A                DIGRHEELLA RND-IYSSLW YQQNTHLAPA VRSDKPKLRS PTLVP----  
Bradyrhizobium sp. ORS278              DIGRHEELLE RND-IYSSLW HQQNSHAIAA PKRSRPGYGG PTLVS----  
Nitrobacter winogradskyi               DIGRHEELLA RND-IYSSLW YQQNTHLAPA VRNDKPKLRS PTLVS----  
Nitrobacter hamburgensis               DIGRHEELLE RND-IYSSLW YQQNTHLAPA VRSDKPKLRS PTLVP----  
Rhizobium etli                         DIGRHDQLVA RCM-TYRHLW AQQMRQVA-- ---------- ---------  
Rhizobium leguminosarum                DIGRHDQLVS RCM-TYRHLW AQQMRQVA-- ---------- ---------  
Rhodobacter sphaeroides                AFAPHEALLA GCE-IYAHLW RQQTEHLS-- ---------- ---------  
Rhodobacter capsulatus                 DFAPHAVLLA RSP-TYRHLW LQQAGQTE-- ---------- ---------  
Herbaspirillum seropedicae             ESGSHDELID LPGGIYAHLH RLQAGHAGLI EERTA----- ---------  

 

Figura 18: Alinhamento do transportador de bacteriocina de G. diazotrophicus com os atribuídos com base em 
proteínas da mesma família em outras bactérias. O alinhamento múltiplo foi realizada utilizando ClustalW. 
Aminoácidos conservados são indicados em negrito (continuação).  
 
 

 Os transportadores ABC em bactérias Gram-negativas compreendem geralmente  dois 
domínios membranares de características hidrofóbicas e dois domínios hidrofílicos conservados que 
se ligam a moléculas de ATP (BINET et al., 1997). No entanto, a maioria dos sistemas de transporte 
ABC em bactérias Gram-negativas envolve geralmente duas proteínas acessórias. Uma delas é uma 
proteína de membrana com um domínio hidrofóbico N-terminal ancorado na membrana interna, 
com um grande domínio hidrofílico localizado no periplasma e um domínio C-terminal com uma 
possível estrutura de folha-β pregueada que interage com a membrana externa (Figura 19). Devido à 
estrutura membranar, essa proteína acessória é classificada como pertencendo à família de proteínas 
de fusão de membrana (MFP) (DINH et al., 1994; ANGKAWIDJAJA et al., 2006). A segunda 
proteína acessória é uma proteína de membrana externa (OMP) (ANGKAWIDJAJA et al., 2006). 

 
Figura 19: Sistema de secreção ABC. Onde MFP corresponde a proteína de fusão de membrana e OMP corresponde a 
proteína de membrana externa. (ANGKAWIDJAJA et al., 2006). 
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2. Predição da estrutura secundária, regiões transmembranares e análise filogenética da 
bacteriocina e transportador de bacteriocina selecionado. 

A predição da estrutura secundária da bacteriocina revelou a presença de 30,82% de α-
hélices, 27,58% de folhas β e 41,60% de alças (Figura 20). Quando comparada com a estrutura 
secundária da bacteriocina de Brevibacterium linens, ambas apresentaram grande similaridade de 
estrutura, sugerindo assim que as duas possuem a mesma função. Já para o transportador, foi 
observada a presença de 49,66% de α-hélices, 11,88% de folhas β e 38,46% de alças (Figura 21). 
Quando comparada com a estrutura secundária de um transportador de Azospirillum brasilense, já 
bastante estudado, as duas apresentaram grande similaridade de estrutura, sugerindo que as duas 
possuem a mesma função biológica. 

 

 

Figura 20: Predição da estrutura secundária da linocina M18: G. diazotrophicus (A) e Brevibacterium linens (B). A 
predição da estrutura secundária está sobre a sequência. Os cilindros representam α-hélices e as setas representam as 
folhas β, enquanto as alças estão representadas por um traço. Os círculos apontam a diferença entre as duas predições. 
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Figura 21: Predição da estrutura secundária do transportador de bacteriocina: G. diazotrophicus (A) e Azospirillum 
brasilense (B). A predição da estrutura secundária está sobre a sequência Os cilindros representam α-hélices e as setas 
representam as folhas β enquanto as alças estão representadas por um traço. Os círculos apontam as diferenças entre as 
duas predições. 

A 

B 
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 Já para a predição das possíveis regiões transmembranares, utilizou-se o programa 
TOPPRED 2 (VON HEIJNE, 1992). Ele indicou uma provável região transmembrânica 
compreendida entre os resíduos 164-184 para a bacteriocina traduzida pela ORF GDI_0415 (Figura 
22). Os resultados da análise físico-química dessa proteína apontaram que essa possível 
bacteriocina possui uma massa de 29,08 kDa com 274 aminoácidos, um ponto isoelétrico teórico de 
4,77 e uma fórmula estrutural de C1297H2029N357O402S1. 
 

 
Figura 22. Topologia das prováveis regiões transmembrânicas da bacteriocina transcrita pela ORF GDI_0415 de G. 
diazotrophicus. Figura gerada pelo programa TOPPRED. 

 
A Figura 23 mostra o resultado do momento hidrofóbico em relação a cada um dos resíduos 

da sequência primária da bacteriocina.  

 

 
 

Figura 23: Momento hidrofóbico em relação aos resíduos da linocina M18 da Gluconacetobacter diazotrophicus. 
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 Para a proteína transportadora de bacteriocina, quatro prováveis regiões transmembrânicas 
compreendidas entre os resíduos 166-186, 202-227, 304-324 e 385-410 (Figura 24). Os resultados 
físico-químicos revelaram uma massa de 80,76 kDa com 741 aminoácidos, um ponto isoelétrico 
teórico de 9,42 e uma fórmula estrutural de C3585H5829N1039O1020S30. 

  
Figura 24. Topologia das prováveis regiões transmembrânicas do transportador de bacteriocina transcrita pela ORF 
GDI_3499 de G. diazotrophicus. Figura gerada pelo programa TOPPRED. 

A Figura 25 mostra o momento hidrofóbico em relação a cada um dos resíduos da sequência 
primária do transportador de bacteriocina.  

 
 

Figura 25: Momento hidrofóbico em relação aos resíduos do transportador de bacteriocina da Gluconacetobacter 
diazotrophicus. 
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A sequência de aminoácidos codificada pela ORF GDI_0415 foi alinhada com 18 
sequências de proteínas ortólogas, todas do filo das Proteobactérias. Uma análise pelo Pfam 
mostrou que as 19 sequências também possuem domínios para bacteriocinas. A árvore filogenética 
(Figura 26) foi dividida em dois grandes ramos: um composto por bactérias da família das 
Burkholderiaceae, que possuem uma ampla distribuição, ocorrendo comumente no solo, água, 
plantas, fungos, animais e humanos (DANCE, 2000; ZANETTI et al., 2000; SALES et al., 2004; 
REIS et al., 2004; PARTIDA-MARTINEZ e HERTWECK, 2007) e o outro, composto por bactérias 
do grupo das alfa- proteobactérias.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Árvore filogenética dos genes que codificam a bacteriocina linocina m18 dos organismos analisados, 
calculada pelo método Neighbor-Joining, fornecida pelo MEGA 4.0 

A árvore filogenética da Figura 27 mostra que a bacteriocina de G. diazotrophicus está 
muito próxima da bacteriocina de Acetobacter pasteurianus e Gluconacetobacter hansenni ambas 
da mesma família. Curiosamente esse gene também possui semelhanças com o gene para síntese de 
bacteriocinas de E. coli MS 146-1 (68% de identidade, com e-value de 6e-102), que é uma χ-
proteobacteria, evolutivamente muito distante de G. diazotrophicus. Porém, essa proteína está 
presente apenas nesta estirpe de E. coli. A bacteriocina codificada pela ORF 0415 de G. 
diazotrophicus é uma proteína altamente conservada em duas espécies da família Acetobacteraceae 
com genomas sequenciados: Acetobacter pasteurianus e Gluconacetobacter hansenii. É, porém, 
ausente em outras, como: Acidiphilium cryptum, Granulibacter bethesdensis, Gluconobacter 
oxydans, Gluconacetobacter xylinus, Acetobacter aceti e Acidiphilium multivorum (BERTALAN et 
al., 2009). Esse aspecto é surpreendente, pois, mesmo com algumas sequências de genomas 
bacterianos anotados e disponíveis de membros da família Acetobacteraceae, a presença de genes 
homólogos a bacteriocinas teria que estar restrita a todos os membros dessa família. Na verdade, 
vários genes homólogos a esse gene foram encontrados em outras espécies evolutivamente muito 
distantes de Gluconacetobacter diazotrophicus e que não compartilham o mesmo hábitat. Em 
relação a esse último aspecto, vale ressaltar que essa ORF está localizada em uma ilha genômica 
segundo Bertalan et al. (2009), o que provavelmente pode ter sido adquirida por transferência 
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horizontal de genes, levando essa parte do genoma provavelmente a contribuir para a adaptação da 
bactéria ao habitat na planta hospedeira. 

Análises por PCRs realizados por Bertalan et al. (2009), utilizando oligonucleotídeos 
específicos para ORF GDI_0415, revelaram que existem homólogos dessa ORF nas diferentes 
estirpes de G. diazotrophicus, inclusive em outra espécie de Gluconacetobacter associada à planta 
(G. johannae). Esse dado pode indicar a importância da bacteriocina para a adaptação ao estilo de 
vida bacteriano endofítico, o que pode conferir vantagens adaptativas à G. diazotrophicus em 
comparação com outros microrganismos que colonizam o mesmo nicho. 

A sequência de aminoácidos codificada pela ORF GDI_3499 foi alinhada com 18 
sequências de proteínas ortólogas com e-value <10-35, todas do filo das Proteobactérias. Uma 
análise pelo Pfam mostrou que as 19 sequências possuem domínios para transportadores de 
bacteriocinas. A árvore filogenética foi dividida em seis grandes ramos (Figura 27). Esses  ramos 
são compostos por bactérias do grupo das α- proteobactérias, que se associam com plantas. A 
árvore filogenética também ilustra que o transportador para bacteriocina de G. diazotrophicus está 
muito próxima ao de Acetobacter pasteurianus e Gluconobacter oxydans, ambas da mesma família. 
Este gene também possui semelhanças com o gene para transporte de bacteriocinas de 
Herbaspirillum seropedicae, que é uma β-proteobactéria, evolutivamente mais distante de G. 
diazotrophicus, mas compartilhando o mesmo habitat associado a plantas. 

 

 
 

Figura 27: Árvore filogenética dos genes que codificam o transportador de bacteriocina dos organismos analisados, 
calculada pelo método Neighbor-Joining, fornecido pelo MEGA 4.0 
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3. Construção dos mutantes sítio-dirigidos para bacteriocina e seu transportador 
 
3.1 Amplificação dos fragmentos selecionados 

A amplificação dos genes de interesse mostrou-se eficiente para ambas as ORFs 
selecionadas (Figura 28). 

 
Figura 28: Visualização das ORFs GDI_0415 que codifica a bacteriocina da família Linocina M18 e GDI_3499 que 
codifica um transportador de bacteriocina. Linhas 1: Padrão de massa molecular 1kb Plus DNA ladder; Linha 2: 
Controle negativo; Linhas 3 e 4: Produtos da amplificação de 850 e 580 pb das ORFs GDI_0415 e GDI_3499 de G. 
diazotrophicus. 
 

Pela incorporação do marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder foi possível 
verificar que o tamanho do fragmento amplificado está aproximadamente na região dos 800 pb para 
a ORF de GDI_0415 e abaixo de 600 pb para a ORF de GDI_3499. Esses resultados confirmam o 
tamanho obtido previsto por meio do software pDRAW32. 

 
3.2 Verificação da presença dos fragmentos clonados no plasmídeo pGEM-T Easy na estirpe 
DH10B de E.coli 

A verificação da clonagem dos fragmentos na estirpe DH10B foi realizada por meio de 
análises de restrição com a enzima EcoRI, após purificação do DNA plasmidial, conforme mostrado 
nas Figuras 29 e 30. 
 

Figura 29: Visualização em gel de agarose dos fragmentos de bacteriocinas (GDI0415) clonados no plasmídeo pGEM-
T Easy em células DH10B de E.coli (extração plasmidial). Linha 1: Padrão de massa molecular 1 kb Plus DNA ladder; 
Linha 2: Padrão de massa molecular de 100 ng.µl-1; Linhas 3, 4, 5 e 6: Clones contendo a ORF GDI_0415 digeridos 
com EcoRI. 
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A partir dos resultados mostrados na Figura 29, pode-se constatar o sucesso da clonagem do 

gene que codifica a bacteriocina (GDI_0415) nas colônias de DH10B por meio da presença do 
plasmídeo de maior peso molecular quando comparado com o plasmídeo sem o fragmento 
(controle). Como na Figura 29, a Figura 30 também revela a clonagem do fragmento que codifica o 
transportado para bacteriocina (GDI_3499). Da mesma forma que o observado para o gene da 
bacteriocina, foi confirmada a presença nas colônias de DH10B de plasmídeo de maior peso 
molecular em relação ao plasmídeo sem o fragmento (controle). 

 

 
 
Figura 30: Visualização em gel de agarose dos fragmentos do transportador de bacteriocina (GDI3499) clonados no 
plasmídeo pGEM-T Easy em células DH10B de E.coli (extração plasmidial). Linha 1: Padrão de massa molecular 1 kb 
Plus DNA ladder; Linha 2: Vetor pGEMT easy vazio; Linhas 3, 4, 5, 6, 7 e 8:  Clones contendo a ORF GDI_3499 
digeridos com EcoRI. 
 
 

3.3 Verificação da inserção do transposon nos genes de interesse 
Após a transposição in vitro do transposon Tn5 e clonagem das construções resultantes em 

DH10B, a verificação da inserção do transposon nos clones foi realizada por meio de digestão com 
as enzimas de restrição HindIII e EcoRI e visualizada pelo processo de eletroforese em gel de 
agarose. Os resultados apresentados na Figura 31 indicam o sucesso da mutação sítio-dirigida em 
algumas construções, uma vez que o transposon TN5 insere-se de forma aleatória no genoma 
plasmidial. 
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Figura 31: Visualização em gel de agarose da digestão dos fragmentos de bacteriocina (GDI_0415) e do transportador 
de bacteriocina (GDI_3499), os quais foram inseridos no transposon Tn5. Linha 1 e 15: Padrão de peso molecular 1kb 
Plus DNA ladder; Linha 2: Padrão de massa molecular de 100 ng.µl-1; Linhas 3 a 7: DNA plasmidial de clones 
GDI_0415+Tn5 clivados com a enzima HindIII e EcoRI. Linhas 8 a 19: DNA plasmidial de clones GDI_3499+Tn5 
clivados com a enzima HindIII e EcoRI. As setas indicam os perfis esperados. 

Para a mutação sítio-dirigida da bacteriocina, a inserção do transposon nas ORFs de 
interesse se mostrou eficiente para as construções da linhas 3, 6 e 7 (Figura 31). Os eventos 
presentes nas linhas de número 4 e 5 mostram que o transposon TN5 não se inseriu no lugar correto 
para que a realização da mutação sítio-dirigida ocorresse de forma eficiente. Em relação à mutação 
sítio-dirigida para o transportador de bacteriocina, a inserção do transposon foi realizada com 
sucesso nos clones das linhas 9, 10, 13 e 16. Por outro lado, os eventos das linhas de número 8, 11, 
12, 14, 17, 18 e 19 mostram que o transposon Tn5 não se inseriu no lugar correto para que a 
realização da mutação sítio-dirigida ocorresse de forma eficiente. Tais diferenças são devidos ao 
fato de que o transposon se insere de forma aleatória na construção.  

 
3.4 Sítios de inserção do transposon Tn5 

O sequenciamento dos insertos nos plasmídeos recombinantes com oligonucleotídios FP-1 
ou RP-1, que se anelam na sequência conhecida do transposon e permitem a leitura do DNA que o 
flanqueia, permitiu determinar o sítio de inserção do elemento de transposição no gene. Os 
resultados apresentados na Figura 32 mostram que a inserção do elemento de transposição ocorreu a 
429 pb após o início da sequência de GDI_0415 e que o elemento de transposição se inseriu no 
mesmo sentido da ORF GDI_0415 e a 115 pb após o início da sequência de GDI_3499, porém de 
forma invertida ao sentido da ORF. 
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Figura 32: Representação do sítio de inserção do transposon Tn5 no genoma da estirpe mutante para ORF GDI_0415 
(A) e GDI_3499 (B) a partir das reações de sequenciamento.  
 
4. Caracterização molecular dos mutantes insercionais 
 
4.1 PCR de colônia 

Após a transferência dos plasmídeos recombinantes para as células de PAL5 e obtenção de 
colônias resistentes ao antibiótico canamicina na concentração de 200 µg.ml-1, (prováveis mutantes 
das ORFs em estudo), as confirmações do sucesso do processo de mutagênese das ORFs GDI_0415 
e GDI_3499 foram executadas por meio de PCR, utilizando-se iniciadores específicos para cada 
gene e ajustando-se o tempo de extensão dos iniciadores, como descrito em material e métodos. 
Como resultado das amplificações, foram obtidos produtos dos tamanhos esperados, ou seja, de 
aproximadamente 825 pb para ORF GDI_0415 e de aproximadamente 2046 pb para o mutante 
GDI_0415::Tn5 (Figura 33). Da mesma forma, foram observados fragmentos de cerca de 580 pb 
para ORF GDI_3499 e de aproximadamente 1801 pb para o mutante GDI_3499::Tn5 (Figura 34). 

Figura 33: Perfis de amplificação por PCR de colônia da ORF GDI_0415 em estirpes selvagem e mutante de G. 
diazotrophicus. Linha 1: Padrão de massa molecular 1 kb Plus DNA ladder; Linha2: Controle negativo da reação de 
PCR; Linhas 3 a 6: Produto da amplificação de 825 pb ORF GDI_0415 da estirpe selvagem PAL5T ; Linha 7 a 9: 
Produto da amplificação de aproximadamente 2046 pb para GDI_0415::Tn5 da estirpe mutante. 
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Figura 34: Perfis de amplificação por PCR de colônia da ORF GDI_3499 em estirpes selvagem e mutante de G. 
diazotrophicus. Linha 1: Padrão de massa molecular 1 kb Plus DNA ladder; Linha2: Controle negativo da reação de 
PCR; Linhas 3 e 4: Produto da amplificação de 580 pb ORF GDI_3499 da estirpe selvagem PAL5T ; Linha 5: Produto 
da amplificação de 1801 pb para GDI_3499::Tn5 da estirpe mutante. 

 

4.2 PCR invertido (PCRi) 
Reações de PCRi foram executadas utilizando como molde o DNA total das estirpes PAL5T 

, MUT GDI_0415 e MUT GDI_3499 previamente digeridos com a enzima de restrição PstI (gel não 
apresentado) e ligado com a T4-DNA ligase para amplificar as sequências que flanqueiam o Tn5 
(Figura 35). As bandas foram purificadas e sequenciadas para identificar o sítio de inserção do Tn5. 
A comparação das sequências obtidas no sequenciamento com as depositadas no NCBI (GenBank: 
AM889285) revelou que o elemento de transposição foi inserido no mesmo sentido de orientação 
do gene GDI_0415, na posição de 428 pb do início do gene (Figura 36A) e que, para a outra 
mutação, o elemento de transposição foi inserido de forma invertida em relação à orientação do 
gene GDI_3499, na posição de 114 pb do início do gene (Figura 36B). 

 
Figura 35: Produtos gerados por PCR invertido, do material genômico previamente digerido com a enzima de restrição 
PstI e ligado com T4-DNA ligase. Linhas 1, 2 e 3: Padrões de massa molecular correspondente a: 25, 50 e 100 ng.µl-l, 
respectivamente; Linha 4: Produto de PCR invertido gerado a partir do DNA genômico de PAL5T digerido com PstI; 
Linha 5: Produto de PCR invertido gerado a partir do DNA genômico do mutante MUT GDI_3499 digerido com PstI; 
Linha 6: Produto de PCR invertido gerado a partir do DNA genômico do mutante MUT GDI_0415 digerido com PstI. 
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Figura 36. Representação do sítio de inserção do transposon Tn5 no genoma da estirpe mutante para a ORFs GDI_0415 
(A) e GDI_3499 (B) a partir das reações de sequenciamento. 
 

5. Caracterização fenotípica dos mutantes sítio-dirigidos que codificam a bacteriocina 
linocina M18 e um transportador de bacteriocina em Gluconacetobacter diazotrophicus 

5.1 Morfologia das colônias em meios específicos 
 As colônias das estirpes selvagem PAL5T e mutantes para síntese e transporte de 
bacteriocina apresentaram-se pequenas e de cor laranja em meio sólido LGI-P, como descrito por 
Döbereiner et al. (1995). Foi observado no meio sólido Batata-P, onde as colônias formadas 
inicialmente se apresentaram claras e úmidas, assumindo coloração chocolate após sete dias de 
incubação a 30ºC. 

5.2. Perfil de crescimento das estirpes PAL5T e mutantes para a síntese e transporte de 
bacteriocina. 

A Figura 37 mostra a curva de crescimento dos mutantes e da estirpe selvagem. Observa-se 
a diferença de turbimetria nas 48 horas de crescimento entre os mutantes para a síntese e transporte 
de bacteriocina (GDI_0415 e GDI_3499, respectivamente) e a estirpe selvagem de PAL5T. Foi 
observado que, até 8 horas de crescimento, a D.O.600 nm se manteve constante para todas as estirpes. 
No período de 16 a 24 horas, a estirpe selvagem apresentou uma maior turbidez do que os mutantes. 
A partir da coleta de 32 horas, a turbidez entre as estirpes tendeu a se uniformizar, apesar da 
diferença estatística (Figura 37A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: Curva de crescimento da estirpe selvagem PAL5T e dos mutantes para síntese e transporte de bacteriocina 
(GDI_0415 e GDI_3499, respectivamente) em meio DYGS por até 48 horas. A: Análise por espectrofotometria na 
densidade ótica (D.O.) de 600 nm. B: Contagem de unidades formadoras de colônia (UFC). 
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Até as 8 horas de avaliação, o mutante para o transportador de bacteriocina (GDI_3499) 
apresentou maior quantidade de unidades formadoras de colônias. Após esse período, a estirpe 
selvagem apresentou maior crescimento que os mutantes até o tempo de coleta de 16 horas. Nos 
demais tempos de coleta, todas as estirpes apresentaram número de células semelhantes (Figura 
37B). A análise dos parâmetros de crescimento da estirpe PAL5T e dos mutantes, gerados a partir de 
dados obtidos na fase logarítmica (coleta nos pontos de 8 a 24 horas), estão apresentados na Tabela 
2. 

Tabela 2: Parâmetros de crescimento de estirpes de G. diazotrophicus na fase exponencial do crescimento em meio de 
cultivo DYGS. 
 

Estirpe Nº de Gerações (n) Tempo de Geração 
(g) horas 

Taxa de crescimento 
(k) g.h-1 

PAL5T 6,94A 2,31A 0,43A 

MUT GDI_0415 5,21A 2,66A 0,37A 

MUT GDI_3499 6,00A 3,06A 0,32A 

Os valores são referentes a 16 horas de crescimento. Letras iguais não diferem estatisticamente na mesma coluna a 5% 
de probabilidade pelo teste de Tukey.  

 
Os resultados indicam diferenças nos parâmetros analisados. Entretanto, apesar dessas 

diferenças, o número de gerações (n), o tempo de geração (g) e a taxa de crescimento (k) dos 
mutantes não diferiram estatisticamente da estirpe selvagem pelo teste de Tukey a 5% (Tabela 2). 
Em todas as estirpes, uma população de aproximadamente 109 UFC.ml-1 foi observada na fase 
estacionária de crescimento e se manteve até o final das análises (48 horas de cultivo). Experimento 
semelhante foi realizado por Rodrigues (2008) que avaliou a curva de crescimento de PAL5T em 
meio LGI-P durante 59 horas. Nesse experimento, também foi observada uma concentração de 109 
UFC.ml-1 quando a PAL5T  atingiu a fase estacionária. O número de gerações, o tempo de geração e 
a taxa de crescimento foram também muito semelhantes. Com base nos resultados, pode-se concluir 
que, embora o meio DYGS seja mais rico por possuir em sua composição peptona e extrato de 
levedura, a composição do meio de cultivo não foi um fator de variação para o crescimento da 
cultura. Aos 24 dias de cultivo, tanto os mutantes quanto a estirpe selvagem chegaram ao seu ponto 
máximo de crescimento. Resultados semelhantes foram encontrados por Boniolo et al. (2009) que 
verificaram que o início da fase estacionária de G. diazotrophicus em meio DYGS foi na coleta de 
25 horas. Os autores, porém, não avaliaram tempos de coletas posteriores a este período. 

 
5.3 Produção de ácido indol acético  

A Figura 38 mostra a quantificação de auxina produzida pelos mutantes e a estirpe selvagem 
PAL5T de G. diazotrophicus. 
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Figura 38: Quantificação colorimétrica de auxinas no sobrenadante de estirpes mutantes e selvagem de G. 
diazotrophicus cultivadas em meio de cultura LGI-P na presença de triptofano. Letras iguais não diferem 
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
 
 Na Figura 38, observa-se que a estirpe PAL5T produziu mais auxina que os mutantes, que, 
por sua vez, apresentaram a mesma quantidade de AIA. Rodrigues (2008), em seu estudo com 
mutantes defectivos na produção de auxina, observou que a estirpe PAL5T de G. diazotrophicus 
produziu 80 µg.ml-1 de auxina. O mutante defectivo para a síntese de AIA apresentou uma produção 
de cerca de 3,8 µg.ml-1. Os mutantes defectivos para a síntese e transporte de bacteriocina, apesar 
de produzirem em menores quantidades de AIA, o que caracteriza um efeito pleiotrópico, não 
inibiram totalmente a produção como observado nos mutantes do experimento de Rodrigues (2008). 
Outras bactérias diazotróficas são capazes de sintetizar AIA. Estudos de Marchioro (2005) 
demonstraram haver produção de AIA em diferentes estirpes de H. seropedicae e H. 
rubrisubalbicans. As taxas mais altas de AIA para essas duas espécies foram de 31,52 e 29,90 
µg.ml-1, respectivamente. El-Khawas e Adachi (1999) detectaram a produção de 35 µg.ml-1 para A. 
amazonense e Klebsiella pneumoniae após 48 horas de cultivo. Apesar de terem sido observadas 
diferenças significativas na produção de AIA dos mutantes, o que provavelmente leva crer que seja 
um efeito pleiotrópico, esses ainda tiveram a capacidade de produzir mais auxina quando 
comparados com bactérias diazotróficas de outras espécies. 
 
5.4 Crescimento em meio de cultivo sem nitrogênio  

Foi observada diferença na capacidade de crescimento dependente da fixação de nitrogênio 
na estirpe selvagem PAL5T e nos mutantes para a bacteriocina e seu transportador após 4 dias de 
incubação no meio LGI-P (Figura 39). As estirpes mutantes não apresentaram crescimento com a 
formação de película característica da estirpe selvagem em LGI-P semissólido. Entretanto, pode-se 
observar o crescimento dos mutantes quando permaneceram cerca de 20 dias no meio LGI-P 
semissólido (Dados não apresentados). 
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Figura 39: Visualização da película aerotática formada por G. diazotrophicus após 4 dias de incubação a 30ºC em meio 
LGI-P semissólido. O branco corresponde ao meio LGI-P sem inoculação. 

5.5 Avaliação da atividade da enzima nitrogenase 
 Os dados apresentados na Figura 40 mostram que a atividade da nitrogenase foi 
significativamente maior para a estirpe selvagem PAL5T do que para os mutantes em todos os 
tempos de coleta. Também foi possível detectar a dinâmica da atividade da nitrogenase cujo maior 
pico se estabeleceu na coleta com seis dias de incubação. Essa diferença já era esperada, uma vez 
que os mutantes não formavam a película característica no meio LGI-P semissólido sem fonte de 
nitrogênio na primeira semana de incubação (Figura 40). 
 

Figura 40: Atividade da nitrogenase da estirpe selvagem e dos mutantes de PAL5T e em meios LGI-P semissólido 
medida pela técnica de redução de acetileno. Letras maiúsculas iguais não diferem estatisticamente em diferentes 
indivíduos na mesma coleta. Letras minúsculas iguais não diferem estatisticamente em diferentes coletas no mesmo 
indivíduo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
 
 A partir desse resultado, um novo experimento foi realizado, e seu tratamento se 
caracterizou pelo acréscimo de diferentes concentrações de fontes de nitrogênio (NH4)2SO4 a fim de 
se obter um possível estímulo para o crescimento dos mutantes no meio semissólido. Os resultados 
desse experimento encontram-se na Figura 41. 
 

Branco PAL 5 MUT GDI_3499 MUT GDI_0415 



 

88 

Figura 41: Atividade da nitrogenase da estirpe selvagem e dos mutantes de PAL5 e em meios LGI-P semissólido 
medida pela técnica de redução de acetileno. Letras maiúsculas iguais não diferem estatisticamente em diferentes doses 
de (NH4)2SO4 no mesmo indivíduo. Letras minúsculas iguais não diferem estatisticamente em diferentes indivíduos na 
mesma dose de (NH4)2SO4 a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
 

 A adição de fonte de nitrogênio no meio de cultivo, não só não estimulou o crescimento das 
estirpes como também reduziu a atividade da nitrogenase. Para a estirpe selvagem, esse resultado 
era esperado. Muitos trabalhos relatam que a adição de amônio reduz a atividade da enzima 
nitrogenase. Hartman et al. (1986) demonstraram que a dose de 1mM de NH4Cl inibiu totalmente a 
atividade da nitrogenase em Azospirillum brasilense e Azospirillum lipoferum. Em G. 
diazotrophicus, Reis e Döbereiner (1998) também verificaram uma queda da atividade dessa 
enzima em G. diazotrophicus quando foram acrescidas diferentes concentrações de NH4

+.  
A inserção de elementos de transposição em G. diazotrophicus para estudos de genômica 

funcional é um procedimento bastante conhecido (PERLOVA et al., 2002; ROUWS et al., 2008), 
sendo utilizado frequentemente pelo grupo do laboratório de Genética e Bioquímica da EMBRAPA 
Agrobiologia, para determinação de várias funções bacterianas de G. diazotrophicus, tais como: 
FBN, motilidade, produção de compostos indólicos e adesão a superfícies (ROUWS et al., 2008; 
RODRIGUES, 2008; GUEDES, et al., 2008; MENESES, 2010). A premissa fundamental dessas 
inserções é que elas servem apenas como uma ferramenta de detecção de uma possível função 
gênica e que a base metabólica de outras características dos organismos transformados não será 
alterada pela inserção. Uma vez que outras características tenham sido alteradas, estas são de maior 
impacto quando se considera que a modificação inserida na espécie, tais como as contidas nos genes 
presentes nos elementos de transposição, não estão relacionadas com as funções básicas da bactéria.  

Efeitos semelhantes foram observados por Perlova et al. (2002). Os autores observaram que, 
em G. diazotrophicus, a inserção de Tn5 no gene glnD causou inativação da glutamina sintetase. 
Embora esse gene não seja necessário para a expressão da nitrogenase, sua atividade foi 
significativamente inibida. Rodriguez et al. (2006) observaram que a inserção de um elemento de 
transposição em um gene que codifica uma proteína de choque térmico, também aparentemente não 
relacionado a outros genes do metabolismo de Azospirillum brasilense, induziu algumas alterações 
na fisiologia da célula, ocorrendo um aumento na fixação biológica de nitrogênio, produção de 
exopolissacarídeos e uma diminuição significativa na produção de ácido indol-3-acético e poli-beta-
hidroxibutirato. Assim como o aumento na capacidade FBN, alterações de outros caracteres 
aparentemente não relacionados a tal característica também já foram relatadas, como, por exemplo, 
em Azorhizobium caulinodans, em que mutantes resistentes à azida, exibiram uma capacidade de 
FBN mais elevada (SAINI et al., 2001). 
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6. Teste de antagonismo da estirpe selvagem e mutantes de síntese e transporte de 
bacteriocina de G. diazotrophicus contra a estirpe ICMP 196 de Xanthomonas albilineans 
 
6.1 Teste de antagonismo induzido por UV 

Não foi observado antagonismo dos mutantes e da estirpe selvagem de PAL5T, utilizada 
como produtora de substâncias antagônicas, contra a bactéria fitopatogênica X. albilineans no 
tratamento sem exposição à radiação UV  (controle) (Figura não mostrada). Contudo, quando as 
suspensões líquidas dos mutantes e da estirpe selvagem foram expostas a radiação (Figura 42), a 
estirpe selvagem promoveu um halo de 2,56 cm (média de 3 repetições/placa), enquanto o mutante 
defectivo no transporte de bacteriocina (MUT GDI_3499) ocasionou um halo de 1,53 cm na cultura 
de X. albilineans. Em contraste, não foi observado halo de inibição no mutante com o gene 
interrompido para a síntese de bacteriocina contra o fitopatógeno.  

 

Figura 42: Antagonismo da estirpe selvagem e mutantes de PAL5T  contra X. albilineans sob indução da luz 
ultravioleta por 20 minutos. A: estirpe selvagem PAL5T ; B: mutante MUT GDI_0415; e C: mutante MUT GDI_3499. 
 
 Esse resultado é um forte indício de que esta ORF é a responsável pela síntese de uma 
bacteriocina de efeito letal contra bactérias não relacionadas. Como já discutido no Capítulo I, a 
hipótese de G. diazotrophicus sintetizar mais de uma bacteriocina não está descartada. A 
bacteriocina descrita por Muñoz-Rojas et al. (2005) apresenta características diferentes da linocina 
M18 codificada pela ORF GDI_0415. Além de ser mais termolábil do que a descrita pelos autores, 
seu peso molecular também parece ser diferente. Muñoz-Rojas et al. (2005) verificaram pela 
metodologia de SDS_PAGE que a substância antagônica descoberta possui um peso de 3400 Da. 
Análises in silico realizadas pelo banco de dados Expasy demonstraram que a GDI_0415 contém 
aproximadamente 29 kDa, muito semelhante à primeira linocina descrita de Brevibacterium linens, 
que contém 31 kDa (VALDÉS-STAUBER; SCHERER, 1994). Além disso, Muñoz-Rojas et al. 
(2005) observaram antagonismo apenas contra bactéria filogeneticamente relacionadas. 
 Os resultados obtidos sugerem que a linocina GDI_0415 constitui uma ferramenta em 
potencial de controle biológico por G. diazotrophicus, não só em cana-de-açúcar como também em 
outras gramíneas. Porém, mais estudos são necessários para avaliar a gama de fitopatógenos que 
podem ser controlados por meio de uma superexpressão da substância antagônica em estudo. 
 

6.2 Teste de antagonismo induzido por H2O2 

 Não foi observado halo de inibição na cultura de X. albilineans no tratamento controle (sem 
adição de H2O2) em nenhum dos mutantes ou da estirpe selvagem (Figura não apresentada). Como 
analisado no Capítulo I, só houve a formação do halo de inibição no fitopatógeno quando a 
suspensão celular da estirpe-selvagem PAL5T foi acrescida de H2O2 a 100 µM (Figura 43). Apesar 
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de ter sido observado um leve antagonismo do MUTGDI_3499 quando foi induzido com UV, a 
mesma resposta não foi observada com o tratamento de adição de peróxido (Figura 43). Nas demais 
concentrações, não foi observada a atividade de substâncias antagônicas para a estirpe selvagem e 
para os mutantes. O mutante para a síntese de bacteriocina não acarretou a inibição de X. 
albilineans em nenhum dos tratamentos analisados.  
 

 
 
Figura 43: Avaliação da indução de H2O2 (100 µM) na síntese de substâncias antagônicas na estirpe selvagem de 
PAL5T (A) e os mutantes MUT GDI_0415 (B) e MUT GDI_3499 (C) de G. diazotrophicus contra X. albilineans. 

 
Como ocorre em Pseudomonas aeruginosa (CHANG et al., 2005), os resultados indicam 

que o peróxido de hidrogênio é capaz de induzir a síntese de bacteriocina em G. diazotrophicus. 
Como já relatado anteriormente, sabe-se que o peróxido de hidrogênio pode induzir a quebra dos 
desoxiribonucleicos em fita simples de DNA (ANANTHASWAMY; EISENSTARK, 1977). Ou 
seja, como acontece quando as células são expostas a radiação UV, o peróxido de hidrogênio 
também pode induzir o sistema SOS de resposta. Chang et al. (2005) estudaram a expressão 
diferencial de proteínas de Pseudomonas aeroginosa quando suas células foram expostas a 1mM de 
peróxido de hidrogênio por 20 minutos. Os autores verificaram que, para um total de 5.700 genes, 
805 foram expressos e 827 tiveram sua expressão reprimida na presença da substância. Além da 
expressão de genes do mecanismo de proteção celular, os autores observaram que a presença do 
H2O2 acarretou uma forte indução da síntese de piocinas. Os resultados mostrados na figura 43 
corroboram com as conclusões de Chang et al. (2005).  
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CONCLUSÕES 
 

i) Não foram observadas diferenças entre os mutantes e a estirpe selvagem em relação à 
coloração e morfologia das colônias em meios específicos. 

 
ii)  A estirpe selvagem e o mutante MUTGDI_3499 inibiram o crescimento de X. 

albilineans após exposição da cultura em meio líquido à luz ultravioleta. 
 

iii)  O mutante MUT GDI_0415 não produziu antagonismo contra X. albilineans quando 
suas células foram irradiadas pela luz ultravioleta. 

 
iv) O mutante MUT GDI_0415 não produziu antagonismo contra X. albilineans quando 

suas células foram submetidas ao H2O2, um indicativo de que a ORF GDI_0415 é 
realmente a responsável pelo efeito antagônico. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A produção de compostos antimicrobianos por bactérias diazotróficas contra fitopatógenos 
se apresenta como uma poderosa ferramenta para fins biotecnológicos no controle de patógenos de 
diversas culturas como, por exemplo, a X. albilineans que causa prejuízo para a cana-de-açúcar.  

Os estudos discutidos no primeiro capítulo mostraram o antagonismo da estirpe PAL5T de 
Gluconacetobacter diazotrophicus contra as bactérias Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum 
rubrisubalbicans quando culturas líquidas de PAL5T foram expostas a radiação UV. O mesmo 
efeito foi observado contra a estirpe Herbaspirillum rubrisubalbicans quando foi acrescido 
peróxido de hidrogênio, na concentração de 100 µM, em cultura líquida da estirpe PAL5T. Esses 
resultados sugeriram que a produção de compostos antimicrobianos pela estirpe PAL5T necessitou 
de indução de um agente externo nos experimentos realizados in vitro. Essa mesma indução foi 
necessária para a produção do antagonismo contra X. albilineans. Diversos trabalhos já 
demonstraram a necessidade de indução por agentes químicos e físicos para a produção de 
compostos antimicrobianos denominados bacteriocinas. O sequenciamento completo do genoma de 
G. diazotrophicus facilitou a identificação dos genes aparentemente relacionados à síntese e 
transporte dessas substâncias antagônicas. Além disso, possibilitou isolar e interromper esses genes 
com o intuito de avaliar sua funcionalidade e sua relação com o antagonismo observado contra X. 
albilineans. Foi constatado que a ORF GDI_0415 é a responsável pelo antagonismo contra a 
bactéria. Já o mutante com a ORF_3499 interrompida acarretou um leve antagonismo contra X. 
albilineans quando exposto a radiação UV. Possivelmente, mais de um transportador deve estar 
envolvido na secreção da bacteriocina. A caracterização e manipulação desses genes, 
principalmente o da bacteriocina, poderão dar suporte a novos estudos visando ao desenvolvimento 
de um produto biotecnológico para uso em escala comercial no controle biológico de doenças.  

Desde a década de 60, na área de biotecnologia de alimentos, a bacteriocina nisina produzida 
por Lactococcus lactis é utilizada e produzida em escala comercial. Produtos como Nisaplin® e 
Novasin® à base de nisina são largamente utilizados nas indústrias como conservante natural de 
produtos lácteos, molhos, carnes e enlatados, por sua ação letal contra uma gama de bactérias 
Gram-positivas. No controle biológico agrícola, a bacteriocina mais conhecida é a agrocina 84, 
produzida pela bactéria transgênica Rhizobium radiobacter que possui atividade antagônica contra 
Rhizobium tumefaciens e Rhizobium rhizogenes. O produto comercial conhecido como NOGALL® 
é utilizado contra o agente etiológico da galha da coroa e usado em sementes, raízes e caules de 
algumas plantas frutíferas e de árvores e plantas ornamentais, sendo destinado principalmente ao 
uso em casa de vegetação e viveiros. O produto é comercializado em forma de inoculante turfoso 
com células viáveis de R. radiobacter e, segundo o fabricante, contém pelo menos 1,0 x104 UFC.g-1 
de turfa ou 2,64 x 107 UFC.ml-1 de solução em água.  

Pelas leis brasileiras que regulamentam o controle da qualidade dos inoculantes comerciais 
(Instrução Normativa nº 13, de 24 de março de 2011, MAPA), os que contêm microrganismos 
diazotróficos para simbiose com leguminosa devem apresentar uma concentração de, no mínimo, 
109 células viáveis por grama ou mililitro do produto, até a sua data de vencimento. Já para os 
demais inoculantes, formulados com bactérias associativas e promotores de crescimento de plantas, 
a concentração de microrganismos será informada no processo de registro do produto, de acordo 
com a regulamentação específica emitida por centro de pesquisa oficial ou credenciado pelo 
Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). 

O inoculante desenvolvido pela Embrapa para a cana-de-açúcar contém 109 células.g-1 de 
turfa e deverá ser produzido comercialmente pelas empresas Agrolatino Fertilizantes Especiais; 
Fish Indústria e Comércio de Fertilizantes Ltda; Stoller do Brasil e Turfal Indústria e Comércio de 
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Produtos Biológicos Ltda. Além do inoculante para cana-de-açúcar, a Embrapa também 
desenvolveu o AzoTotal®, um inoculante para trigo e milho à base de Azospirillum brasilense. 

Segundo Ferreira (2008), a qualidade do inoculante está condicionada ao tipo de veículo, 
umidade, aeração e às condições ambientais a que é submetido até a sua utilização. Segundo o 
autor, as condições ambientais influenciam diretamente a sobrevivência do microrganismo usado, o 
que pode ser explicado pelas variações observadas no número de bactérias. Uma vez que o 
inoculante de cana-de-açúcar contém mais de uma espécie em sua composição, a interação entre as 
bactérias, tais como competição, síntese de substâncias antagônicas, dentre outras, deve ser 
considerada. Como demonstrado neste estudo, a bactéria G. diazotrophicus é capaz de produzir 
baixa concentração de substâncias antagônicas, quando exposta a UV, contra as estirpes H. 
seropedicae e H. rubrisubalbicans, mas não contra as espécies A. amazonense e B. tropica. A 
característica endofítica dessas bactérias pode ser considerada vantajosa, uma vez que a colonização 
interna dos tecidos das plantas deve proteger as bactérias dos raios UV, reduzindo assim qualquer 
efeito direto. Recentemente, Lery et al. (2010) observaram que a linocina M18 (ORF GDI_0415) é 
um dos genes diferencialmente expressos quando G. diazotrophicus é inoculada em plantas 
micropropagadas de cana-de-açúcar da variedade Chunee. Como a previsão para o uso do 
inoculante é via toletes ou por pulverização sobre a soca da cana-de-açúcar, a possibilidade de 
indução de substâncias antagônicas torna-se pequena. Entretanto, caso a inoculação seja feita via 
foliar, as chances serão maiores e, portanto, merecem estudos adicionais. Apesar da possibilidade 
de a indução de bacteriocina afetar as espécies de Herbaspirillum presentes no inoculante, o grande 
desafio refere-se à capacidade de G. diazotrophicus inibir a bactéria X. albilineans, podendo tornar-
se uma ferramenta interessante no controle do fitopatógeno. Além disso, abriu possibilidades de 
novos estudos visando identificar possíveis antagonismos contra outros patógenos e, dessa forma, 
expandir a sua aplicação para outras gramíneas. Uma possibilidade biotecnológica seria a 
superexpressão da bacteriocina por promotores pré-selecionados da própria G. diazorophicus para 
serem ativados em condições definidas do desenvolvimento da planta de cana-de-açúcar. Contudo, 
uma avaliação cuidadosa do antagonismo contra microrganismos não alvos deve ser levada em 
consideração. Este trabalho se mostra pioneiro por definir a ORF_0415 como responsável pela 
expressão da bacteriocina e pelo antagonismo contra X. albilineans. Além das possibilidades aqui 
levantadas, outros estudos se fazem necessários para o entendimento da dinâmica da relação de 
antagonismo Gluconacetobacter-fitopatógeno, principalmente a longo prazo, já que se vislumbra a 
produção de um produto biotecnológico para fins comerciais visando ao controle biológico de 
fitopatógenos em culturas como a cana-de-açúcar e outras gramíneas. 
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ANEXOS 
 

Meios de cultivo e soluções utilizadas 
 
1. Meio de cultivo DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986) 
 
Glicose       2,0 g 
Peptona bacteriológica     1,5 g 
Extrato de levedura      2,0 g 
K2HPO4       0,5 g 
MgSO4.7H2O       0,5 g 
Ácido glutâmico      1,5 g 
Água destilada      1000 ml (q.s.p) 
 
Todos os ingredientes foram adicionados à água destilada e o pH do meio foi ajustado para 6,0 com 
solução de KOH 10%. Para o preparo de meio sólido, adicionou-se 15 g.l-1 de ágar bacteriológico. 
 
2. Meio de cultivo LB (SAMBROOK et al., 2000) 
 
Triptona       10 g  
Extrato de levedura     5 g  
Cloreto de sódio     5 g  
Água destilada      1000 ml (q.s.p) 
 
Todos os ingredientes foram adicionados à água destilada e o pH do meio foi ajustado para 6,0. 
Para o preparo de meio sólido, adicionou-se 15 g.l-1 de ágar bacteriológico. 
 
3. Meio de cultivo C2 (TEIXEIRA et al., 1999) 
 
Glicose       15,0g 
Peptona bacteriológica     10,0g 
Extrato de levedura      5,0g 
NaCl        5,0g 
Água destilada      1000 ml (q.s.p) 
 
Todos os ingredientes foram adicionados à água destilada e o pH do meio foi ajustado para 6,0. 
 
4. Meio de cultivo LGI-P (DÖBEREINER et al., 1995) 
 
Açúcar cristal       100 g 
K2HPO4       0,2 g 
KH2PO4       0,6 g 
MgSO4.7H2O       0,2 g 
CaCl2.2H2O       0,02 g 
Na2MoO4.2H2O      0,001 g 
FeCl3.6H20       0,01 g 
Azul de bromotimol      5 ml 
Solução de vitaminas*     1 ml 
Água destilada      1000 ml (q.s.p.) 
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Todos os ingredientes foram adicionados à água destilada e o pH do meio foi ajustado para 5,5, com 
solução de ácido acético 10%. Para o preparo de meio sólido, adicionou-se 25g.l-1 de ágar 
bacteriológico. 
 

 *A solução de vitaminas utilizada consiste em 10 mg de biotina e 20 mg de vitamina B6 em 100 ml 
de água destilada. 
 
5. Meio de cultivo LGI-P modificado 
 
No preparo do meio LGI-P modificado, todos os ingredientes, exceto o azul de bromotimol, foram 
adicionados à água destilada. Adicionou-se ainda 1,32 g.l-1 de (NH4)2SO4. O pH do meio foi 
ajustado para 5,5, com solução de ácido acético 10%. 
 
6. Solução de L-Triptofano (10 mg.ml-1) 
 
L-triptofano       1 g 
Água destilada      100 ml (q.s.p) 
 

O L-triptofano deve ser dissolvido em 10 ml de água, adicionando-se aos poucos uma 
solução de NaOH até a completa dissolução. Após completar o volume para 100 ml de água 
destilada e esterilizar por filtração (0,22 µm), adicionando-se 1 ml da solução estoque para cada 100 
ml de meio de cultura. 

 
7. Reagente de Salkowski (GORDON; WEBER, 1952) 
 
FeCl3.6H2O (0,5M)      1 ml 
HClO4 (35%)       50 ml 
 
As soluções devem ser preparadas separadamente e a mistura deve ser feita previamente ao uso. 


