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RESUMO 

 

No último século, a poluição aumentou a disponibilidade de metais na biosfera, 

tornando a contaminação por metal um grande problema ambiental. 

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria promotora do crescimento 

vegetal, cuja distribuição ocorre associada à diversas espécies vegetais e nichos 

ecológicos. Este microrganismo foi isolado em 1988 e 20 anos depois seu 

genoma foi sequenciado, resultando em um crescente interesse em sua potencial 

aplicação biotecnológica. A presente tese dedicou-se a explorar características 

relevantes desta bactéria, com ênfase na sua resistência a metais pesados. No 

Capítulo 1, foi realizada uma revisão bibliográfica sobre a bactéria, destacando 

seus aspectos moleculares e aplicações biotecnológicas inovadoras. No Capítulo 

2, foi avaliado o nível de tolerância a cádmio, cobalto e zinco pela bactéria, 

buscando identificar a via de resistência responsável por tal característica. 

Inicialmente, a estirpe selvagem foi avaliada através da determinação das 

concentrações inibitórias mínimas dos compostos solúveis CdCl2.H2O, 

CoCl2.6H2O e ZnCl2. Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 foi resistente a altas 

concentrações de Cd, Co e Zn, com concentrações inibitórias mínimas de 1,2; 20 

e 20 mM, respectivamente. A triagem de uma biblioteca de mutantes de inserção 

na presença de ZnO, revelou que o mutante GDP30H3 foi incapaz de crescer na 

presença zinco. Este mutante também foi altamente sensível a CdCl2.H2O, 

CoCl2.6H2O e ZnCl2. Sua caracterização molecular revelou que a mutação afetou 

o gene czcA, que codifica uma proteína central envolvida no efluxo de metal em 

bactérias resistentes a Cd, Co e Zn. Análises in silico mostraram que czcA é um 

componente do operon de resistênca czcCBARS. No Capítulo 3, são 

apresentados dados do estudo dos mecanismos envolvidos na resistência a estes 

três metais na bactéria, através da identificação e caracterização de novos 

mutantes sensíveis a Cd, Co e Zn. Para tanto, 2.554 mutantes de inserção foram 

testados quanto a sensibilidade a CdCl2.H2O, CoCl2.6H2O e ZnCl2 nas 

concentrações de 0,5; 10 e 2 mM, respectivamente. Para resistência a metal 

foram identificados 134 mutantes defectivos. O sequenciamento dos 19 mutantes 

mais afetados mostrou o envolvimento de transportadores de efluxo e, 

principalmente, de vias relacionadas ao estresse oxidativo, além de proteínas 

hipotéticas. Foi encontrado um sistema de efluxo eficiente para detoxificação da 

célula e um mecanismo elaborado de vias oxidativas, que atuam promovendo a 

sobrevivência da bactéria em elavadas concentrações de cádmio, cobalto e zinco 

Este é o primeiro estudo que caracteriza a alta tolerância de Gluconacetobacter 

diazotrophicus PAl 5 a metais pesados e revela os mecanismos de resistência 

envolvidos.  

 

Palavras-chave: Gluconacetobacter diazotrophicus, genômica funcional, 

resistência a metal, cádmio, cobalto, zinco. 
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ABSTRACT 

 

In the last century, pollution increased the availability of metals in the biosphere, 

making the metal contamination a major environmental problem. 

Gluconacetobacter diazotrophicus is a plant growth promoting bacteria, which is 

associated with several plant species and ecological niches. Gluconacetobacter 

diazotrophicus was isolated in 1988 and 20 years after its genome was 

sequenced, resulting in an increasing interest in its potential biotechnological 

applications. This thesis is dedicated to explore relevant characteristics of the 

bacterium, with emphasis on its resistance to heavy metals. In Chapter 1, we 

conducted a literature review on Gluconacetobacter diazotrophicus, emphasizing 

its molecular and innovative biotechnological applications. In Chapter 2, we 

measured the level of tolerance to cadmium, cobalt and zinc in bacteria in order to 

identify the pathway responsible for this resistance trait. Initially, the wild-type 

strain was evaluated by determining the minimum inhibitory concentrations of 

soluble compounds CdCl2.H2O, CoCl2.6H2O and ZnCl2. Gluconacetobacter 

diazotrophicus PAl 5 was resistant to high concentrations of Cd, Co and Zn, with 

minimum inhibitory concentrations of 1.2, 20 and 20 mM, respectively. In a 

screening of a library of insertion mutants in the presence of ZnO, GDP30H3 was 

identified as a mutant unable to grow in the presence of zinc. This mutant was also 

highly sensitive to CdCl2.H2O, CoCl2.6H2O and ZnCl2. Its molecular 

characterization revealed that the mutation affecting the czcA gene, which 

encodes a protein involved in the central efflux resistant bacteria metal Cd, Co and 

Zn. In silico analysis showed that czcA is a resistance component of czcCBARS 

operon. In Chapter 3, we studied the mechanisms involved in resistance to these 

three metals in bacteria, through the identification and characterization of novel 

mutants sensitive to Cd, Co and Zn. Therefore, 2,554 insertional mutants were 

tested for sensitivity to CdCl2.H2O, CoCl2.6H2O and ZnCl2 in concentrations of 0.5, 

10 and 2 mM, respectively. There were identified 134 defective mutants to metal 

resistance. The sequencing of the 19 most affected mutants showed the 

involvement of efflux tranportadores and especially pathways related to oxidative 

stress, as well as hypothetical proteins. It was found an efficient efflux system for 

detoxification of the cell and an elaborate mechanism of oxidative pathways, which 

act by promoting the survival of the bacterium in high concentrations of cadmium, 

cobalt and zinc. This is the first study that characterizes the high tolerance of 

Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 to heavy metals and reveals the 

mechanisms of resistance involved. 

 

Keywords: Gluconacetobacter diazotrophicus, functional genomic, metal 

resistance, cadmium, cobalt, zinc. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os metais pesados têm grande utilidade para o homem, pois são 

empregados na fabricação de utensílios como canos, baterias, pilhas, mas 

também estão entre os agentes tóxicos mais conhecidos. O elevado 

desenvolvimento industrial ocorrido nas últimas décadas tem sido um dos 

principais fatores responsáveis pela contaminação do ambiente com metal. Esses 

elementos podem ser bioacumulados, passando de uma espécie para outra ao 

longo da cadeia alimentar. Nos sistemas biológicos, muitos metais são essenciais 

para o crescimento dos organismos, entretanto são requeridos em baixas 

concentrações.  

A ação dos metais pesados é muito diversificada. Entre os mais perigosos 

estão mercúrio, cádmio, cromo e chumbo. Os metais diferem de outros agentes 

tóxicos porque não são sintetizados nem destruídos pelo homem. A atividade 

industrial diminui significativamente a permanência desses metais nos minérios, 

bem como a produção de novos compostos, além de alterar a distribuição desses 

elementos no planeta. Os metais fazem parte dos despejos de indústrias em 

todos os países do mundo. A presença de metais muitas vezes está associada à 

localização de regiões agrícolas e industriais.  

 O uso de plantas para aliviar prejuízos causados pelo excesso de metais, 

chamado de fitorremediação, proporciona benefícios quanto ao acúmulo de metal 

encontrado no solo e na água, já que apresenta baixo custo e maior segurança 

para o homem e o ambiente. No entanto, o crescimento lento e a reduzida 

biomassa de plantas em ambientes contaminados com metal limitam a eficiência 

da fitorremediação. Assim, uma possibilidade de intensificar a produção de 

biomassa é utilizar bioinoculantes promotores do crescimento vegetal. Há pouca 

informação quanto ao potencial de microrganismos endofíticos para auxiliar a 

fitorremediação. Estas bactérias são de interesse particular por se localizarem no 

interior da planta, já que têm a vantagem de estar relativamente protegidas de 

competição e grandes estresses no ambiente. Um melhor entendimento das 

características de resistência a metal nestas bactérias é um pré-requisito para o 

desenvolvimento da fitorremediação efetiva de ambientes contaminados.  

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria promotora do 

crescimento vegetal identificada como um endofítico diazotrófico. Sua associação 
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já foi relatada em várias espécies de planta. A bactéria possui como 

características promotoras do crescimento: a fixação biológica de nitrogênio, a 

produção de auxina, giberelina e sideróforos, a solubilização dos nutrientes 

minerais, e o biocontrole de fitopatógenos. Seu genoma foi sequenciado 

recentemente, impulsionando estudos de genômica funcional que visam 

caracterizar vias metabólicas relevantes, como a responsável pela solubilização 

de fósforo e zinco, que já foi recentemente caracterizada. Tais estudos sugerem 

que a bactéria é capaz de crescer na presença de elevadas concentrações de 

zinco. Com isso, a solubilização de zinco, a influência deste íon no controle de 

fitopatógeno e a produção de sideróforos, que conhecidamente são capazes de 

quelar ferro e outros metais impulsionaram o ínicio deste trabalho com o objetivo 

de avaliar a resistência a metal em G. diazotrophicus PAl 5. 

Neste sentido, o presente trabalho dedicou-se a explorar características 

biotecnologicamente relevantes de G. diazotrophicus, com ênfase a sua 

resistência a metais pesados. No Capítulo 1, encontra-se um artigo de revisão 

sobre G. diazotrophicus, resultado de uma extensa pesquisa bibliográfica sobre a 

bactéria e suas principais características. Foram discutidos aspectos fisiológicos, 

sua localização em diferentes nichos ecológicos e a relação com hospedeiros. As 

características promotoras do crescimento vegetal foram detalhadamente 

abordadas, destacando os aspectos moleculares. Aplicações biotecnológicas 

inovadoras de G. diazotrophicus ainda pouco estudadas também foram incluídas. 

Este artigo está sendo finalizado para posterior submissão. No Capítulo 2, é 

apresentado um artigo recentemente publicado, em que avaliou-se a tolerância a 

cádmio, cobalto e zinco em G. diazotrophicus PAl 5, tendo sido identificado um 

componente essencial da via de resistência aos metais através de um mutante 

incapaz de crescer na presença de Cd, Co e Zn. No Capítulo 3, são apresentados 

dados dos estudos dos mecanismos envolvidos na resistência a estes três metais 

em G. diazotrophicus PAl 5, através da identificação e caracterização de novos 

mutantes sensíveis a Cd, Co e Zn. Neste trabalho foi encontrado um número 

elevado de genes, que participam da resposta aos estresses na bactéria. Este 

artigo científico está em fase de preparação. O presente trabalho é o primeiro 

estudo a caracterizar a elevada tolerância de G. diazotrophicus PAl 5 a metais 

pesados e revelar os mecanismos de resistência envolvidos.  



CAPÍTULO 1 
_________________________________________________________________ 

3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A BACTÉRIA Gluconacetobacter diazotrophicus: PROMOÇÃO DO 

CRESCIMENTO VEGETAL, APLICAÇÃO BIOTECNOLÓGICA E GENÔMICA 

FUNCIONAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



CAPÍTULO 1 
_________________________________________________________________ 

4 
 

Resumo 

 

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria Gram-negativa isolada 

primeiramente de tecidos de cana-de-açúcar e classificada como um organismo 

endofítico diazotrófico. Atualmente, G. diazotrophicus é conhecida com uma 

bactéria promotora do crescimento vegetal por mediar o ganho de biomassa em 

um grande número de espécies de planta. Também tem sido estudada em 

associação com fungos, insetos e nematódes, ocupando diferentes nichos 

ecológicos. Suas características incluem, além da fixação biológica de nitrogênio, 

a produção de fitormônios, a solubilização de nutrientes, a produção de 

sideróforos e o biocontrole de fitopatógenos. O sequenciamento do genoma da 

bactéria disponibilizou uma gama de informações e uma ferramenta única para 

estudar vias metabólicas relevantes. Com isso, os estudos de genômica funcional 

estão voltados para a caracterização das vias promotoras do crescimento vegetal 

e para o entendimento da interação com o hospedeiro no intuito de estabelecer 

uma associação mais eficiente. Os estudos moleculares provêm também 

informação a cerca de outras características da bactéria menos discutidas com 

potencial de emprego biotecnológico como a produção de levana, ácido glucônico 

e pirroloquinolina quinona. Nesta revisão, é apresentado uma visão geral sobre os 

aspectos fisiológicos da bactéria com ênfase nas suas características aplicadas 

na promoção do crescimento vegetal. Uma discussão a cerca dos estudos de 

genômica funcional e seu uso potencial como produto biotecnológico também é 

abordada. 

 

Palavras-chave: Gluconacetobacter diazotrophicus, bactéria endofítica, 

promoção do crescimento vegetal, fixação biológica de nitrogênio, genômica 

funcional. 
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1. Introdução 

 

Na década de 50 deu-se início aos estudos da fixação biológica de 

nitrogênio atmosférico (FBN) em gramíneas, no Brasil. Estes trabalhos foram 

liderados pela pesquisadora Johanna Döbereiner e estimulados pela descoberta 

de novos organismos fixadores de nitrogênio atmosférico (N2), principalmente 

associados à rizosfera de gramíneas. Um novo impulso ocorreu na década de 70 

com o avanço das técnicas utilizadas nestes estudos, principalmente, através da 

introdução do meio semi-sólido isento de fonte de nitrogênio e do método de 

redução do acetileno. As décadas subsequentes, 80 e 90, foram marcadas 

respectivamente pelo isolamento de microrganismos fixadores, chamados 

diazotróficos, e pela pesquisa voltada para a interação bactéria-planta e suas 

aplicações agrícolas. Os estudos estiveram voltados principalmente para ecologia 

e seleção de estirpes e caracterização do processo ligado ao estabelecimento 

endofítico(Baldani e Baldani, 2005). A partir de 2000, são verificados trabalhos 

voltados para uso como bioinoculante em  associação com outros microrganismos 

em diferentes espécies vegetais e com o advento do sequenciamento de 

genomas, os estudos focaram no entendimento das vias metabólicas através de 

dados moleculares. 

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria promotora do 

crescimento vegetal descrita a pouco mais de 20 anos atrás (Cavalcante e 

Döbereiner, 1988; Saravanan et al., 2007a). Identificada como um endofítico 

diazotrófico, destaca-se como um modelo de estudo para o estabelecimento deste 

tipo de interação (Cavalcante e Döbereiner, 1988; Cocking, 2003). Foi relatada 

sua associação com aproximadamente 60 espécies, majoritariamente vegetais, 

mas também incluindo fungos e insetos. A bactéria possui como principais 

características promotoras do crescimento: a capacidade de fixação biológica de 

nitrogênio, a produção de auxina, giberelina e sideróforos, a solubilização dos 

nutrientes minerais fósforo e zinco, e biocontrole de fitopatógeno (Saravanan et 

al., 2007a). Também é dotada de outras características de elevado potencial 

biotecnológico, como: a biossíntese de levana, ácido glucônico, ceto-derivados e 

pirroloquinolina quinona, elevada resistência a condições ácidas, calor e estresse 

osmótico. Seu uso na agricultura tem potencial para economizar milhões de 

dólares gastos anualmente com insumos, reduzindo danos ao meio ambiente 
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causados pela aplicação excessiva de fertilizante e agrotóxico com baixa 

eficiência no uso. Com isso, seu genoma foi sequenciado em 2009, 

impulsionando estudos de genômica funcional, que visam caracterizar os genes 

encontrados e vias metabólicas economicamente relevantes (Bertalan et al., 

2009; Intorne et al., 2009). Esta revisão propõe sumarizar o conhecimento atual 

sobre os aspectos fisiológicos de G. diazotrophicus, baseando-se nas publicações 

recentes sobre aspectos moleculares, ressaltando sua importância e aplicações 

biotecnológicas. 

 

2. Isolamento e classificação 

 

 Em 1987, Lima e colaboradores mostraram que algumas variedades de 

cana-de-açúcar (Saccharum spp.) brasileiras obtidas de diferentes regiões do 

país podem obter em torno de 60% do seu nitrogênio assimilado através de FBN 

(Lima et al., 1987). No ano seguinte, foi isolado no Brasil um microrganismo 

diazotrófico a partir de amostras de raiz e colmo de cana-de-açúcar pela adição 

de caldo de cana-de-açúcar ao meio de cultivo. A bactéria recém descoberta 

recebeu o nome de Saccharobacter nitrocaptans (Cavalcante e Döbereiner, 

1988). No entanto, este mesmo trabalho traz um adendo no qual ressalta, com 

base em análises de RNA e DNA, que seria necessário reclassificá-la como uma 

nova espécie pertencente ao gênero Acetobacter. Desta forma, um ano após foi 

adotada a nomenclatura Acetobacter diazotrophicus em substituição a 

Saccharobacter nitrocaptans (Gillis et al., 1989). Mais uma mudança ocorreu 

quase uma década depois, quando foi proposta uma alteração na taxonomia da 

família Acetobacteraceae baseada em análises de RNA ribossomal. Um novo 

gênero foi criado e a bactéria Acetobacter diazotrophicus foi renomeada como 

Gluconacetobacter diazotrophicus, nomenclatura adotada atualmente. Este foi o 

primeiro microrganismo diazotrófico descrito na família Acetobacteraceae, 

pertencente à ordem Rhodospirillales, classe Alphaproteobacteria (Yamada et al., 

1998).  
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3. Características gerais 

 

G. diazotrophicus é uma bactéria Gram-negativa, aeróbica obrigatória e 

não-formadora de esporos. Possui formato de bacilo com extremidades 

arredondadas. Suas células se movem por meio de flagelos peritríqueos ou 

laterais, sem movimento espiralado. Elas podem se apresentar de modo isolado, 

em arranjos de diplobacilos ou em cadeias de tamanho variável (Cavalcante e 

Döbereiner, 1988; Stephan et al., 1991). Na presença de NaCl, NH4Cl, NH4NO3, 

pesticidas e zinco são observadas alterações de morfologia com o surgimento de 

células alongadas (Muthukumarasamy et al., 2002a; Madhaiyan et al., 2006; 

Saravanan et al., 2007a; Boniolo et al., 2009) (Fig. 1). Recentemente foi 

observado que o alongamento provocado por NaCl deve-se a uma resposta 

específica ao ânion cloreto (Cl-) e não em decorrência da perda de água ou 

presença de Na+ (de Oliveira, comunicação pessoal). A temperatura ótima de 

crescimento da bactéria é 30 ºC e o pH ótimo é 5,5 (Cavalcante e Döbereiner et 

al., 1988). G. diazotrophicus não cresce em meios com valores de pH superiores 

a 7,0, enquanto a FBN pode ocorrer em pH tão baixo quanto 2,5, apesar de 

menos eficiente nesta condição (Stephan et al., 1991). Diazotróficos em geral 

apresentam seu potencial máximo de crescimento celular e FBN em valores de 

pH próximos à neutralidade, o que não ocorre em G. diazotrophicus (Fisher e 

Newton, 2005). Segundo Tejera e colaboradores (2003), a bactéria tem alta 

tolerância a elevadas temperaturas (até 50 ºC) e concentrações de sais no meio 

de cultura (até 200 mM de NaCl), e é sensível a condições de seca, devido a 

redução de 1010 para 106 ufc.ml-1 após 1 dia de tratamento. No entanto, a bactéria 

mantem-se em 106 ufc.ml-1 durante o período de tempo restante avaliado (28 

dias) (Tejera et al., 2003). 

Neste sentido, a bactéria G. diazotrophicus possui várias características 

fisiológicas, que serão apresentadas nos próximos tópicos. Tais características 

são de elevado interesse biotecnológico por apresentar mecanismos para 

metabolizar variadas fontes de carbono, o que confere a bactéria versatilidade 

para ocupar diferentes nichos ecológicos. 
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Figura 1: Morfologia de Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 (x 1000). Crescimento 
em meio DYGS após 12 h de cultivo sem NaCl (a) e suplementado com 200 mM de NaCl 
(b). Adaptado de Boniolo et al. (2009). 

 

 

4. Metabolismo de carbono 

 

Devido a sua associação com plantas ricas em açúcar, acreditava-se que a 

melhor fonte de carbono para o cultivo de G. diazotrophicus fosse a sacarose, 

com concentração mais favorável ao seu crescimento de 10%, tolerando até 30% 

(Cavalcante e Döbereiner, 1988). No entanto, em estudo posterior, foi verificado 

que o melhor crescimento da bactéria ocorre em gluconato, seguido por glicose, 

glicerol e então, sacarose (Ureta et al., 1995). G. diazotrophicus é ainda capaz de 

metabolizar diversos outros compostos como os monossacarídeos frutose, 

galactose e xilose. Outras fontes de carbono também metabolizáveis incluem 

manitol, etanol, glicerol e sorbitol (Gillis et al., 1989; Alvarez e Martinez-Drets et 

al., 1995; Bellone et al., 1997). Em estudo realizado por Barbosa e colaboradores 

(2006) foram testadas 40 fontes de carbono em diferentes cepas e isolados de G. 

diazotrophicus. A bactéria foi capaz de metabolizar 22 destas fontes, que incluem 

açúcares, alcoóis e compostos fenólicos (Fig. 2). 
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Figura 2: Utilização de fontes de carbono por estirpes e isolados de Gluconacetobacter 
diazotrophicus. Tais bactérias foram obtidas de raiz e parte aérea de cultivares de cana-
de-açúcar. Adaptado de Barbosa et al. (2006).  
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4.1. Metabolismo de sacarose 

 

 Em G. diazotrophicus, sacarose não é transportada para o interior da 

célula. Ela é metabolizada extracelularmente através de uma invertase, que 

possui atividade sacarolítica, chamada levanasucrase (Alvarez e Martinez-Drets, 

1995; Hernández et al., 1995). A levanasucrase é a enzima chave no 

metabolismo do açúcar por esta bactéria (Arrieta et al., 1996). Esta enzima é 

codificada pelo gene lsdA, que é expresso constitutivamente (Hernández et al., 

2000). A levanasucrase é secretada via periplasma por um mecanismo 

dependente de peptídeo-sinal (Hernández et al., 1999a). No ambiente 

extracelular, a enzima catalisará a clivagem de sacarose nos sacarídeos 

menores, glicose e frutose, que são internalizados e metabolizados. Outra 

molécula formada será a levana, um exopolissacarídeo, que atuará como reserva 

energética, desempenhando também outros papéis fundamentais para a bactéria 

(Hernández et al., 1995; Menéndez et al., 2009). A produção de levana e sua 

importância será discutida no tópico 4.3. 

 Após o sequenciamento do genoma de G. diazotrophicus foi possível 

verificar que os genes envolvidos no metabolismo da sacarose se organizam em 

uma ilha gênica situada no cromossomo da bactéria (Bertalan et al., 2009; 

Velázquez-Hernández et al., 2009) (Fig. 3). Já foi verificado que os genes lsdA e 

lsdB estão organizados em operon e são relacionados a síntese e quebra da 

levana, respectivamente. Eles codificam as enzimas levanasucrase (lsdA) e 

exolevanase (lsdB) (Menéndez et al., 2009). Os demais genes (lsdX, G, O, E, F,H, 

I, J, L, M, N e D) codificam proteínas, que compõe o sistema de secreção tipo II, 

responsável pela secreção da levanasucrase para o ambiente extracelular (Arrieta 

et al., 2004). 

 

 

 

Figura 3: Organização estrutural do operon mostrando os genes envolvidos na via de 
metabolismo da sacarose. : indicam as sequências abertas de leitura. Adaptado de 
Velázquez-Hernández et al. (2009). 
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4.2. Metabolismo de glicose 

 

O metabolismo de glicose é realizado, principalmente, através da via das 

pentoses fosfato (VPF) (Luna et al., 2006), sendo os produtos desta via oxidados 

no Ciclo dos Ácidos Tricarboxílicos (CAT) (Alvarez e Martínez-Drets, 1995). 

Stephan e colaboradores (1991) verificaram que durante a fase que antecede o 

crescimento exponencial, o metabolismo aeróbico se apresenta intensificado, com 

consumo de glicose e queda concomitante do pH do meio. No entanto, sem 

aumento na concentração de biomassa. Então, foi mostrado que à medida que o 

açúcar é consumido, outra substância de caráter redutor é formada, identificada 

como ácido glucônico (Stephan et al., 1991).  

 Posteriormente, foi observado que a bioconversão de glicose a ácido 

glucônico é realizada no espaço periplasmático. Isto se dá pela ação da enzima 

glicose desidrogenase (GDH), que se localiza na membrana plasmática, utilizando 

pirroloquinolina quinona (PQQ) como cofator. Esta compartimentalização da 

respiração celular no periplasma pode atuar como um mecanismo importante de 

proteção da nitrogenase, que se encontra no citoplasma. Tal enzima é 

responsável pela FBN, e é sensível a altas tensões de O2 (Galar e Boiardi, 1995). 

Luna e colaboradores (2006) mostraram que a síntese da quinoproteína glicose 

desidrogenase (PQQ-GDH) é estimulada por condições de alta demanda 

energética, como a FBN. A Figura 4 sumariza o metabolismo de glicose em G. 

diazotrophicus. 

Os genes que codificam as proteínas GDH e PQQ em G. diazotrophicus, 

assim como mutantes nocautes para estas proteínas foram avaliados em estudo 

recente (Intorne et al., 2009). Naquele trabalho buscou-se elucidar o mecanismo 

relacionado com a característica de solubilização de nutrientes apresentada pela 

bactéria. Foi encontrado que isto se dá pela redução de pH em consequência da 

produção de ácido glucônico (Intorne et al., 2009).  

É válido ressaltar que as proteínas PQQ e GDH têm aplicação 

biotecnológica. O ácido glucônico, produto derivado da atividade destas proteínas, 

é não-corrosivo, não-volátil, atóxico e sem odor. Por apresentar tais 

características, possui ampla aplicação não só na agricultura, mas também na 

indústria. A produção de ácidos orgânicos é um processo relevante na indústria 

de papel, cimento, alimentícia, farmacêutica e metalúrgica. Somado a isto, ainda 
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pode ser considerado um produto biodegradável (Ramachandran et al., 2006; 

Singh e Kumar, 2007). PQQ tem sido demonstrado como um fator da promoção 

do crescimento vegetal (Choi et al., 2008; Shahab et al., 2011). Adicionalmente, 

PQQ tem mostrado grande importância em animais. É reconhecido seu papel 

estimulando crescimento de neonato. Há também benefícios em funções 

cognitivas, imune e antioxidante, assim como proteção contra danos cardíacos e 

neurológicos, e envolvimento em vias de sinalização celular como a 

mitocondriogênese (Rucker et al., 2009). 

 

 

 

Figura 4: Metabolismo de glicose em Gluconacetobacter diazotrophicus. VPF: via das 
pentoses fosfato. CAT: ciclo dos ácidos tricarboxílicos. Adaptado de: Luna et al. (2000). 

 

 

4.3. Metabolismo de frutose 

 

 Após a quebra da sacarose, além dos monossacarídeos glicose e frutose, 

é produzido um polissacarídeo de frutose conhecido como levana. Em G. 

diazotrophicus, estas reações ocorrem no ambiente extracelular e são mediadas 

pela enzima levanasucrase. Este polissacarídeo atua como reserva energética 

utilizada em condições de baixa concentração de frutose. Isto se dá pela indução 

da expressão gênica de lsdB, que codifica a exolevanase (Menéndez et al., 2009). 

Esta enzima atua na quebra da levana, liberando frutose para internalização. Com 
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isso, atendendo a demanda energética celular. As levanas também 

desempenham outros papéis. Elas podem proteger as bactérias contra estresses 

ambientais (Banguela e Hernández, 2006). Neste sentido, desempenham função 

específica relacionada ao habitat do microrganismo, estando envolvida com a 

sobrevivência no solo, na interação com hospedeiro, assimilação de nutrientes e 

formação de biofilme (Velázquez-Hernández et al., 2009).  

A levana e as enzimas levanasucrase e exolevanase são reconhecidas por 

seu potencial biotecnológico. Levana é bastante utilizada na indústria por 

apresentar propriedades como: (i) adoçantes naturais com baixo valor calórico, (ii) 

fibras solúveis dietéticas, (iii) promotores probióticos do crescimento de 

bifidobactérias, (iv) promotores da absorção mineral (v) imunomoduladores e (vi) 

anticarcinógenos (Velázquez-Hernández et al., 2009). Com isso, vários estudos 

têm sido realizados no intuito de avaliar tal via em G. diazotrophicus. Estes 

trabalhos visam, principalmente, produzir este composto em elevadas 

concentrações e induzir a expressão das enzimas levanasucrase e exolevanase 

em outros organismos (Hernández et al., 1999b; Trujillo et al., 2001; Menéndez et 

al., 2002; Menéndez et al., 2004; Trujillo et al., 2004; Menéndez et al., 2005; 

Banguela et al., 2011). 

 

5. Hospedeiros 

 

Apesar da ocorrência de G. diazotrophicus ter sido originalmente 

descoberta em variedades de cana-de-açúcar brasileiras (Cavalcante e 

Döbereiner, 1988), a bactéria tem sido observada em vários países. A bactéria já 

foi isolada na Argentina, Austrália, Barbados, Canadá, Coréia, Cuba, Estados 

Unidos da América, Índia, México, Porto Rico, Quênia e Uruguai (Caballero-

Mellado et al.,1995; Barbosa et al., 2006; Saravanan et al., 2007b).  

Somado a cana-de-açúcar, que é seu hospedeiro melhor relatado, vários 

outros hospedeiros têm sido descritos como inoculados com esta bactéria. Entre 

estes hospedeiros, estão culturas de elevada importância econômica como trigo, 

milho, arroz, sorgo e tomate (Tab. 1). Como observado, além de plantas, G. 

diazotrophicus é capaz de colonizar insetos presentes na cultura de cana-de-

açúcar e fungos micorrízicos. Tal associação com micorrizas e outras bactérias 
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têm trazido resultados interessantes pela ação sinérgica dos microrganismos em 

bioinoculantes (Meenakshisundaram e Santhaguru, 2011). 

 

 

Tabela 1: Plantas, fungos e insetos associados com Gluconacetobacter diazotrophicus. 

Hospedeiro Referência 

Saccharum spp. (cana-de-açúcar) Cavalcante e Döbereiner, 1988 
Saccharicoccus sacchari (cochonilha – inseto) Ashbolt e Inkerman, 1990 
Ipomoea batatas (batata-doce) Paula et al., 1991 
Sorghum vulgare (sorgo doce) Paula et al., 1991 
Glomus clarum (micorriza arbuscular) Paula et al., 1991 
Coffea arabica L. (café) Jimenez-Salgado et al., 1997 
Banana, chá Matiru e Thomson, 1998 
Eleusine coracana Loganathan et al., 1999 
Ananas comosus (abacaxi) Tapia-Hernández et al., 2000 
Manga Muthukumarasamy et al., 2002b 
Beta vulgaris L. (beterraba)  Madhaiyan et al., 2004 
Raphanus sativus L. (rabanete) Madhaiyan et al., 2004 
Daucus carota L. (cenoura) Madhaiyan et al., 2004 
Oryza sativa L. (arroz) Muthukumarasamy et al., 2005 
Cucurbita moschata (abóbora) Dibut et al., 2005 
Citrullus lanatus L. (melância) Dibut et al., 2005 
Carica papaya L. (mamão papaia) Dibut et al., 2005 
Rosa canina L. Dibut et al., 2005 
Arabidopsis thaliana Cocking et al., 2006 
Brassica napus (canola) Cocking et al., 2006 
Trifolium repens (trevo branco) Cocking et al., 2006 
Elaeis guineensis Jacq. (dendezeiro) Om et al., 2009 
Manihot esculenta Crantz (mandioca) Dibut et al., 2010 
Xanthosoma spp. (inhame) Dibut et al., 2010 
Sorghum bicolor (sorgo) Adriano-Anayab et al., 2006 
Zea mays (milho) Adriano-Anayab et al., 2006 
Triticum aestevium (trigo) Luna et al., 2010 
Lycopersicum esculentum (tomate) Luna et al., 2011 
Agave tequilana Ruiz et al., 2011 
Pennisetum purpureum Videira et al., 2012 
Xerófitas - 32 espécies Hanna et al., 2012 

 

 

6. Locais de colonização 

 

G. diazotrophicus é amplamente conhecida como um endófito capaz de 

colonizar os tecidos radiculares e a parte aérea de cana-de-açúcar pela 

penetração de raízes, como demonstrado por microscopia ótica e eletrônica 

(James et al., 1994; Olivares et al., 1996). Na superfície radicular, a bactéria se 

concentra nas regiões de junção das raízes laterais. Dentro da raiz, localiza-se no 
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interior de células da epiderme e no apoplasto do colmo da cana-de-açúcar, 

sendo este último um local rico em sacarose. A bactéria é encontrada ainda 

dentro dos vasos de xilema, através do qual migra para a parte aérea por fluxo 

induzido pela transpiração vegetal (Dong et al., 1994). Trabalhos com anticorpos 

evidenciam a localização de G. diazotrophicus nos vasos xilemáticos de cana-de-

açúcar em população elevada. Isto sugere que este ambiente é um dos principais 

locais onde ocorre FBN na planta, possivelmente devido ao baixo teor de oxigênio 

presente neste tecido, condição necessária para funcionamento da nitrogenase 

(James et al., 1994; James et al., 2001). Em trabalho recente, Rouws e 

colaboradores (2010) monitoraram a colonização da bactéria em plantas de cana-

de-açúcar e arroz através dos genes marcadores gfp e gusA, confirmando dados 

anteriores (Dong et al., 1994; James et al., 1994; James et al., 2001) (Fig. 5).  

 

 

 

Figura 5: Locais de colonização de endófitos diazotróficos na raiz do hospedeiro. 
Adaptado de Hurek e Reinhold-Hurek (2003). 

 

 

Bellone e colaboradores (1997) detectaram a bactéria intracelularmente no 

ápice radicular de cana-de-açúcar. O mesmo foi registrado em Arabidopsis 

thaliana, cuja colonização foi obtida por inoculação da bactéria em reduzido 
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número populacional (Cocking et al., 2006). A colonização de plantas por G. 

diazotrophicus seria dada através das pontas de raiz por um cordão de infecção. 

No entanto, nesta situação as bactérias parecem ser lisadas pelo hospedeiro ou 

estas células do hospedeiro são encontradas mortas (James et al., 1994). Bellone 

e colaboradores (1997) também descreveram o cordão de infecção e observaram 

a presença de uma membrana do hospedeiro envolvendo a bactéria, que 

permaneceu íntegra.  

A produção intensificada de enzimas de degradação de parede celular já 

foi relatada durante a colonização de G. diazotrophicus em plantas de sorgo e 

milho (Adriano-Anayab et al., 2006). É conhecido que rizóbio produz tais enzimas 

para assistir a penetração da planta. Com isso, existe a possibilidade que G. 

diazotrophicus se utilize deste mesmo mecanismo (Adriano-Anayab et al., 2006). 

No entanto, é consenso que esta bactéria não vive dentro de células saudáveis do 

hospedeiro. Com isso, os poucos relatos de colonização intracelular são 

considerados controversos e podem representar uma forma de interação 

saprofítica (Carvalho et al., 2011).  

Em geral, a disseminação da bactéria é feita de planta para planta pela 

propagação vegetativa do hospedeiro (Paula et al., 1991; Reis et al., 1994). 

Porém, a presença da bactéria na rizosfera representa um outro modo de 

inoculação (Jimenez-Salgado et al., 1997, Loganathan et al., 1999, 

Muthukumarasamy et al., 2007). Formas alternativas, como através das 

cochonilhas, que se alimentam de cana-de-açúcar também têm sido relatadas 

(Ashbolt e Inkerman, 1990). 

 O termo endófito inclui todos os organismos capazes de colonizar, durante 

algum momento do seu ciclo de vida, os espaços intercelulares e tecidos 

vasculares de diferentes órgãos vegetais, sem causar dano aparente, sintomas de 

doença e reações de hipersensibilidade na planta hospedeira (Kloepper e 

Beauchamp, 1992). G. diazotrophicus é considerado um organismo modelo para 

o estudo da interação entre bactérias endófitas e plantas não leguminosas, por 

apresentar um mecanismo de FBN eficiente, sem nodulação (Cocking, 2003). 

Baldani e colaboradores (1997) dividiram os endófitos diazotróficos em 

facultativos e obrigatórios. O primeiro refere-se aqueles organismos que 

apresentam boa sobrevivência no solo, na superfície e interior das raízes, e que 

colonizam diferentes hospedeiros. O segundo trata dos organismos com baixa 
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sobrevivência no solo e na superfície das raízes, presentes no interior da planta e 

que possuem alta especificidade com o hospedeiro. G. diazotrophicus foi 

classificada por estes autores como uma bactéria endófita diazotrófica obrigatória 

(Baldani et al., 1997). 

Externamente à planta, G. diazotrophicus é encontrada na rizosfera, mas 

não há tantos estudos que relatam a ocorrência (Jimenez-Salgado et al., 1997; 

Loganathan et al., 1999; Muthukumarasamy et al., 2007; Saravanan et al., 2007b). 

Quando se trata de amostras de solo, G. diazotrophicus tem seu isolamento 

prejudicado em virtude de apresentar, frequentemente, número inferior ao mínimo 

para detecção pelas técnicas convencionais. Baldani e Baldani (2005) sugerem 

que a bactéria esteja num estágio onde estão viáveis, mas não cultiváveis 

(Baldani e Baldani, 2005). Provavelmente, este estágio da bactéria relaciona-se à 

melhor habilidade para colonização e pode ser estimulada pelo exudado da raiz 

das plantas (Saravanan et al., 2007b). No entanto, não há evidências que 

suportem este hipótese. Acredita-se, que com o advento de novas técnicas como 

a metagenômica será possível responder tais questionamentos. 

Tanto populações endófitas como rizosféricas são condicionadas por 

fatores bióticos e abióticos. Contudo, as endófitas estão mais protegidas destes 

fatores que as rizosféricas (Rosenblueth e Martínez-Romero, 2006), uma vez que 

o interior da planta apresenta-se como um ambiente nutritivamente rico e em 

homeostase (Cho et al., 2007). Portanto, a população rizosférica de G. 

diazotrophicus pode apresentar-se reduzida devido as variações nas condições 

ambientais e a competição com outros organismos (Roesch et al., 2006).  

Jimenez-Salgado e colaboradores (1997) sugerem que a presença de G. 

diazotrophicus na rizosfera de plantas de café, deve-se ao estado nutricional do 

solo. Possivelmente, isto está relacionado com o elevado teor de matéria orgânica 

presente nestes solos. A degradação desta matéria orgânica pela comunidade 

microbiana enriquece o solo com fontes de carbono utilizáveis pelas bactérias. 

Adicionalmente, esta matéria orgânica pode proteger a bactéria contra fatores 

físico-químicos do solo, que venham a prejudicar seu desenvolvimento (Jimenez-

Salgado et al., 1997). Em solos de cultivo de arroz, onde G. diazotrophicus 

também foi isolada de zonas úmidas da rizosfera, foi verificado elevado teor de 

fósforo, o que favorece a propagação da bactéria no local (Muthukumarasamy et 

al., 2007). É válido lembrar que, muitas vezes, antes do corte da cana-de-açúcar 
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são realizadas queimadas, que reduzem a matéria orgânica disponível nestes 

solos. Isto talvez possa justificar a baixa ocorrência de G. diazotrophicus na 

rizosfera desta planta (Jimenez-Salgado et al., 1997).  

 

7. Interação bactéria-planta 

 

 Cana-de-açúcar inoculada com G. diazotrophicus acumula polissacarídeos 

e taninos nas células do parênquima, o que sugere a ativação do sistema de 

defesa da planta (Dong et al., 1997). Nas primeiras etapas da associação, o 

sistema imune vegetal é regulado por vias de sinalização complexas, 

estabelecendo-se a interação será benéfica ou não (Lambais, 2001).  

Os espaços intercelulares e os tecidos vasculares da maioria dos órgãos 

de cana-de-açúcar são colonizados por G. diazotrophicus sem apresentar 

sintomas de doença (Reinhold-Hurek e Hurek, 1998). Entretanto, mesmo sem 

ocorrer danos, a planta deve manter o processo de invasão e proliferação 

bacteriana sob um controle rígido (Vargas et al., 2003). O sucesso deste tipo de 

interação, provavelmente, depende de um sistema de detecção e resposta 

sofisticado. Isto permite à planta decifrar os sinais bacterianos e induzir o 

mecanismo de defesa apropriado, permitindo a sua invasão. Os mecanismos 

envolvidos neste processo têm sido estudados, mas pouco é conhecido (Vargas 

et al., 2003). 

 Nogueira e colaboradores (2001) realizaram uma análise transcritômica da 

interação cana-de-açúcar e G. diazotrophicus. Os resultados obtidos sugerem a 

participação ativa da planta no processo de associação. Verificou-se a indução de 

genes relacionados à assimilação de nutrientes, resposta hormonal, promoção do 

crescimento e defesa vegetal. Em 2003, novas análises identificaram genes 

possivelmente envolvidos com processos de sinalização planta-bactéria. Estes 

genes foram exclusiva ou preferencialmente expressos em bibliotecas de cDNA 

de cana-de-açúcar infectadas com G. diazotrophicus (Vargas et al., 2003).   

 Vinagre e colaboradores (2006) identificaram o gene de cana-de-açúcar, 

SHR5, que codifica um receptor tipo-quinase envolvido na interação. Os estudos 

demonstraram uma forte redução nos níveis de expressão de SHR5 em resposta 

a associação com as bactérias endófitas. Adicionalmente, o mesmo efeito na 

modulação de SHR5 não foi observado para a interação com outros 
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microrganismos, patogênicos e não-patogênicos. Isto sugere que a planta 

distingue microrganismos benéficos e patogênicos (Vinagre et al., 2006).  

Membros da via de sinalização do etileno apresentam modulação exclusiva 

em plantas inoculadas com G. diazotrophicus (Arencibia et al., 2006; Cavalcante 

et al., 2007). Os perfis de expressão de genes da via de sinalização de etileno 

(um receptor de etileno e dois fatores de transcrição) são diferencialmente 

regulados em genótipos de cana-de-açúcar, que apresentam níveis contrastantes 

de eficiência na associação com a bactéria, resultando em taxas altas ou baixas 

de FBN. A regulação da expressão gênica também é diferenciada em resposta a 

microrganismos benéficos e patogênicos. Estes dados sugerem que a via de 

sinalização do etileno desempenha papel no estabelecimento da associação entre 

cana-de-açúcar e bactérias endófitas diazotróficas. Evidências indicam que o 

aumento no nível de receptores de etileno reduz as respostas de defesa na 

interação planta-bactéria, o que tornaria o hospedeiro mais tolerante a 

microrganismos específicos (Arencibia et al., 2006; Cavalcante et al., 2007).  

 Estudos da interação entre G. diazotrophicus, o patógeno Ralstonia 

solanacearum e plantas de batata-doce também mostram que a planta é capaz de 

distinguir endófito e patógeno no início da interação, o que permite uma resposta 

específica para cada tipo de organismo (Debarry et al., 2005). Comparado ao 

patógeno, G. diazotrophicus causou produção menos pronunciada de espécies 

reativas de oxigênio nas células vegetais. Embora tenha causado alcalinização 

extracelular, teve ação menos efetiva que o patógeno. A acidificação do 

citoplasma, típica da interação planta-patógeno, não ocorreu na interação com a 

bactéria endófita, que inversamente causou alcalinização do citoplasma. Como a 

acidificação citosólica está associada a ativação dos genes de defesa, concluiu-se 

que as bactérias benéficas previnem a resposta de defesa tardia da planta ao 

induzir a alcalinização do citoplasma (Debarry et al., 2005). 

 Um modelo propondo os níveis de regulação que controlam a associação 

de bactérias endófitas diazotróficas e cana-de-açúcar foi proposto (Carvalho et al., 

2011) (Figura 6). Neste modelo fica evidente que a eficiência da colonização 

depende de fatores como o genótipo da planta e características do ambiente. A 

regulação será mediada por diferentes fatores envolvendo desde receptores de 

tipo quinase até o controle do ciclo celular. Estes mecanismos regulam a defesa 

da planta, permitindo a promoção do crescimento vegetal. O conhecimento destes 
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mecanismos e das moléculas de sinalização envolvidas permitirá aplicações 

agrícolas futuras, que visem tornar esta associação mais eficiente (Vargas et al., 

2003). Isso é ainda mais relevante para cultivares de valor comercial, que 

apresentam baixo índice de colonização. Estes estudos resultarão em aumento 

da produção e redução do uso de insumos, diminuindo o impacto ambiental. 

 

 

 

Figura 6: Modelo propondo níveis de regulação durante a associação de cana-de-açúcar 
e Gluconacetobacter diazotrophicus. Linha contínua: respostas ativadas na interação de 
bactéria benéfica e não-patogênica com cultivar de cana-de-açúcar com elevada FBN. 
Linha pontilhada: respostas ativadas na interação de bactérias patogênicas e cultivar de 
cana-de-açúcar com reduzida FBN. Adaptado de Carvalho et al. (2011). 

 

 

7.1. Mecanismo de Quorum Sensing 

 

No âmbito da interação, a sinalização entre bactérias conhecida como 

Quorum Sensing (QS) pode ter grande participação ao controlar o tamanho da 

população no interior da planta durante a associação. Esta sinalização baseia-se 
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na síntese de sinais auto-indutores ao longo do crescimento bacteriano em um 

comportamento coordenado. Quando uma concentração limiar é atingida, estes 

sinais interagem com reguladores da transcrição, controlando o tamanho da 

população (Boyer e Wisniewski-Dyé, 2009). Em bactérias Gram-negativas, estas 

moléculas são usualmente N-acil homoserino lactonas (AHLs) (Babalola, 2010). 

Os sistemas QS já descritos têm sido relacionados à virulência, produção de 

metabólitos secundários, formação de biofilme, regulação da motilidade, 

conjugação, inibição do crescimento, entre outros (Williams et al., 2007). 

O sequenciamento do genoma de G. diazotrophicus PAl 5 permitiu a 

identificação de um sistema de QS completo em seu cromossomo (Bertalan et al., 

2009). Foram encontrados três genes QS: um gene sintase autoindutor (luxI) e 

dois genes reguladores da transcrição (luxR). Estes genes apresentam baixo 

conteúdo G+C (em torno de 50%) comparado ao conteúdo médio do genoma 

(66%), o que sugere que este mecanismo regulatório foi adquirido por 

transferência horizontal de genes (Nieto-Peñalver et al., 2012). Recentemente, foi 

evidenciado a presença de moléculas tipo AHL produzidas pela estirpe PAl 5. 

Foram identificadas oito moléculas-sinal entre cadeias curtas e longas de AHLs: 

C6-, C8-, C10-, C12-, C14-, 3-oxo-C10-, 3-oxo-C12- e 3-oxo-C14-HSL. Esta foi a 

primeira descrição deste sistema de sinalização em G. diazotrophicus. A 

caracterização deste mecanismo irá revelar sua importância nas interações 

bactéria-bactéria e bactéria-planta (Nieto-Peñalver et al., 2012). 

 

8. Promoção do crescimento vegetal 

 

 Nas últimas décadas, vários efeitos positivos foram atribuídos às bactérias 

endófitas para o desenvolvimento da planta hospedeira. Em G. diazotrophicus, 

além da FBN, outras características têm sido evidenciadas como produção de 

fitormônios (Bastián et al., 1998), solubilização de nutrientes (Mowade e 

Bhattacharyya, 2000; Saravanan et al., 2007c), produção de sideróforo 

(Logeshwaran et al. 2009) e ação contra fitopatógenos (Muthukumarasamy et al., 

2000; Blanco et al., 2005; Arencibia et al., 2006). Deste modo, alguns autores têm 

inserido G. diazotrophicus no grupo das bactérias promotoras do crescimento 

vegetal (Saravanan et al., 2007b).  
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Um grande número de trabalhos têm demonstrado a promoção de 

crescimento em várias espécies vegetais mediada pela bactéria, tais como: cana-

de-açúcar (Chauhan et al., 2010), arroz (Govindarajan et al., 2008; Anitha e 

Thangaraju, 2010a), milho (Riggs et al., 2001; Mehnaz e Lazarovits, 2006), sorgo 

(Meenakshisundaram e Santhaguru, 2011), dendezeiro (Om et al., 2009), trigo 

(Luna et al., 2010) e tomate (Luna et al., 2011). Estes estudos mostraram que 

aspectos como genótipo da bactéria, cultivar e adubação nitrogenada são 

determinantes para a eficiência da associação (Fuentes-Ramírez et al., 1999; 

Munoz-Rojas e Caballero-Mellado, 2003; Suman et al., 2005; Anitha e 

Thangaraju, 2010b). Em geral, é observado incremento de nutrientes, açúcares 

solúveis, pigmentos fotossintéticos, comprimento e número de raiz, ganho de 

parte aérea, o que reflete um aumento de biomassa vegetal. Os estudos estão 

concentrados na interação com cana-de-açúcar, observando-se até 42% de 

aumento na produtividade com uso da bactéria (Chauhan et al., 2010). Entretanto, 

a melhor resposta de promoção de crescimento tem sido encontrada utilizando-se 

G. diazotrophicus em consórcios microbianos (Oliveira et al., 2002; Oliveira et al., 

2003; Oliveira et al., 2006; Govindarajan et al., 2007; Oliveira et al., 2009; Yadav 

et al., 2009). 

Tendo em vista o potencial de aplicação de G. diazotrophicus, tem sido 

proposto seu uso como bioinoculante associada com outros microrganismos. 

Algumas patentes foram depositadas voltadas para intensificar o crescimento 

vegetal com o uso da bactéria e reduzir o uso de fertilizante nitrogenado (Triplett 

et al., 2008; Vessey et al., 2011). Em seguida, serão discutidos cada aspecto da 

promoção do crescimento vegetal mediado por G. diazotrophicus. 

 

8.1. Fixação biológica de nitrogênio 

 

 O nitrogênio é um macronutriente altamente abundante na atmosfera 

terrestre e essencial à vida por participar na constituição de macromoléculas 

como ácidos nucléicos e proteínas. No entanto, sua disponibilidade como 

nitrogênio fixado é um dos fatores limitantes mais expressivos nos sistemas de 

produção agrícola. Esta limitação é decorrente da alta estabilidade química da 

sua forma gasosa (N2) – a mais abundante – favorecida pela presença de uma 

tripla ligação. Portanto, sua pronta assimilação pela maioria dos seres vivos 
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requer sua conversão para uma forma combinada, que facilite sua absorção. 

Apenas uma pequena fração dos organismos consegue converter 

enzimaticamente o nitrogênio da atmosfera em amônia, que pode ser incorporada 

para aumento de biomassa e manutenção das células. Este processo é conhecido 

como FBN (Dixon e Kahn, 2004). 

Desde a identificação da bactéria do gênero Rhizobium como fonte de FBN 

em nódulos radiculares de plantas leguminosas, muito interesse na pesquisa 

deste importante aporte de nitrogênio tem surgido. Em plantas não-leguminosas 

já se conhece uma variedade de bactérias fixadoras de nitrogênio em associação 

radicular. Contudo, a associação observada em leguminosas é diferente da 

verificada em gramíneas colonizadas por bactérias diazotróficas, pois nestas não 

é constatada a formação de nódulos nas raízes da planta (Boddey et al., 2003). 

Estudos realizados nas décadas de 60, 70 e 80 estiveram concentrados nas 

bactérias da rizosfera como fontes preferenciais de FBN em gramíneas. Na 

década de 90, os trabalhos estiveram voltados para a possibilidade das bactérias 

localizadas internamente à planta serem as responsáveis pela FBN, destacando-

se G. diazotrophicus.  

Em 1991, Boddey e colaboradores demonstraram que G. diazotrophicus 

cresce e fixa N2 em cana-de-açúcar eficientemente em baixas concentrações de 

sacarose (1%). Isto significa que a bactéria pode fixar N2 inclusive dentro dos 

vasos de xilema, onde a concentração de sacarose varia entre 0 e 9% (Welbaum 

et al., 1992). Baldani e Baldani (2005) relatam aumento de 28% em massa fresca 

da parte aérea em plantas micropropagadas inoculadas com G. diazotrophicus 

PAl 5. Boddey e colaboradores (2001) constataram que a FBN contribui com 

valores em torno de 30% na assimilação de nitrogênio por variedades de cana-de-

açúcar. Segundo este trabalho, G. diazotrophicus é responsável pela maior parte 

do nitrogênio fixado.  

 Outro aspecto considerado é a capacidade de G. diazotrophicus realizar 

FBN mesmo em solos contendo nitrato, o que confere vantagem sobre outros 

diazotróficos, que normalmente são inibidos (Fuentes-Ramírez et al., 1993). Isto 

se dá pela ausência da enzima nitrato redutase nesta bactéria (Cavalcante e 

Döbereiner, 1988). Assim, sua atividade diazotrófica não é prejudicada pela 

adição de fertilizante nitrogenado a partir deste composto (Reis et al., 1994).  
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 Análises moleculares utilizando mutantes da bactéria permitiram a 

identificação de 33 possíveis genes relacionados com FBN em G. diazotrophicus. 

Entre eles estão os genes fix e nif, que são bem caracterizados, e outros ainda 

com função desconhecida. Estes dados são importantes para elucidar o 

mecanismo de FBN em microrganismos endófitos (Lee et al., 2000). Sevilla e 

colaboradores (2001), trabalhando com plântulas de cana-de-açúcar 

micropropagadas inoculadas com G. diazotrophicus PAl 5 e comparando a um 

controle com bactéria mutante não fixadora de nitrogênio (nif-), encontraram 

incrementos no acúmulo de nitrogênio e no conteúdo de matéria seca após 60 

dias de cultivo. As plantas inoculadas com a cepa PAl 5 apresentaram 40% e 42% 

a mais de colmo fresco e massa seca foliar, respectivamente, quando 

comparadas com plantas inoculadas com a bactéria mutante. As evidências 

sugerem que pelo menos parte da promoção do crescimento observada está 

relacionada às contribuições da FBN. No entanto, os autores constataram que 

outros fatores, independentes da FBN, são bastante relevantes para o 

crescimento vegetal, uma vez que mutantes incapazes de fixar N2 também 

promoveram crescimento. Acredita-se que a produção de fitôrmonios tenha uma 

grande contribuição. 

 

8.2. Produção de fitormônios 

 

Fitormônios são moléculas sinais que atuam como messageiros químicos 

para controlar o crescimento e desenvolvimento vegetal. Há duas fontes destas 

moléculas para as plantas: a produção endógena pelos tecidos vegetais e a 

exógena pela ação de microrganismos. A habilidade de produzir fitormônios é 

muito difundida entre bactérias do solo e bactérias associadas com plantas (Baca 

e Elmerich, 2007).  

Deste modo, outro efeito da colonização de plantas por G. diazotrophicus 

está relacionado à biossíntese de hormônios vegetais. Dentre os hormônios 

promotores de crescimento sintetizados pela bactéria encontram-se as auxinas, 

em especial o ácido indol acético (AIA). Este fitormônio atua sobre o crescimento 

das raízes, o que resulta no aumento do comprimento, número de raízes laterais 

e de pêlos radiculares (Fuentes-Ramírez et al., 1993; Bastián et al., 1998).  
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Lee e colaboradores (2004) desenvolveram um banco de 2.500 mutantes de 

G. diazotrophicus para análise do fenótipo de síntese de AIA, tendo sido 

encontrados três mutantes candidatos que apresentaram produção reduzida 

deste hormônio. Realizou-se a complementação do mutante que apresentava a 

menor produção de AIA (apenas 6% comparada à selvagem). O sequenciamento 

do fragmento que complementou o fenótipo mostrou que, possivelmente, a 

síntese de AIA, nesta bactéria, está relacionada com a biogênese do citocromo c. 

Neste mesmo trabalho, o mutante deficiente em citocromo c foi inoculado em 

plantas de cana-de-açúcar, e estas foram comparadas com plantas inoculadas 

com a bactéria selvagem. Foi observado que estas bactérias mutantes não 

causaram promoção do crescimento. Contudo, a capacidade de colonização e o 

multiplicação do mutante dentro da planta manteve-se similar à da bactéria 

selvagem. Com este trabalho, foi verificado a considerável contribuição da 

produção deste fitormônio para a promoção do crescimento vegetal. 

As giberelinas, hormônios vegetais associados à elongação do caule, são 

um segundo grupo de fitormônios, que também já tiveram sua produção relatada 

em diazotróficos. No entanto, há poucos trabalhos na literatura avaliando esta 

característica na bactéria G. diazotrophicus (Bastián et al., 1998). Com isso, a 

produção de fitormônios pela bactéria é uma área do conhecimento que deve ser 

mais explorada, já que os ganhos com esta característica são realmente 

consideráveis pelo que é mostrado no trabalho de Lee e colaboradores (2004). 

 

8.3. Solubilização de nutrientes 

 

 Comumente, microrganismos necessitam solubilizar compostos insolúveis 

que ocorrem no ambiente, priorizando a liberação de metais essenciais e a 

utilização dos nutrientes associados. As formas insolúveis são disponibilizadas 

por prótons, ligantes quelados e por sistemas de oxirredução presentes na 

superfície celular e membranas das bactérias (Fasim et al., 2002). A liberação de 

ácidos orgânicos de baixo peso molecular tem sido sugerida como responsável 

pela solubilização de fosfato insolúvel em muitos estudos (Goldstein, 1995; Kim et 

al., 1997; Rodriguez e Fraga, 1999; Khan et al., 2006). Tais ácidos podem 

dissolver diretamente o fosfato mineral, como resultado da troca aniônica do PO4
-3 
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por um ânion ácido, ou podem quelar ambos os íons ferro e alumínio associados 

com o fosfato. 

 G. diazotrophicus foi descrita como uma bactéria solubilizadora de fosfato 

(Maheshkumar et al. 1999), com potencial para liberar fósforo de formas fixadas 

sob condições in vitro. Durante a solubilização, foi detectada a liberação de 

succinato, tartarato, citrato e gluconato, o que sugere o envolvimento de ácidos 

orgânicos (Maheshkumar et al. 1999). Desde então, alguns trabalhos foram 

realizados visando avaliar esta característica promotora do crescimento vegetal 

em diferentes isolados de G. diazotrophicus (Mowade e Bhattacharyya, 2000; 

Saravanan et al., 2003; Madhaiyan et al., 2004; Saravanan et al., 2007a; 

Saravanan et al., 2007c; Saravanan et al., 2007d; Intorne et al., 2009; 

Sarathambal et al., 2010; Crespo et al., 2011). 

 Madhaiyan e colaboradores (2004) estudaram o potencial de diferentes 

estirpes de G. diazotrophicus isoladas de plantas de beterraba, café, cenoura e 

rabanete quanto à solubilização de fósforo e zinco. Este micronutriente foi 

avaliado considerando sua deficiência na maioria dos solos e baixa mobilidade 

após adubação, de um modo similar ao que ocorre com fósforo. Embora todas as 

estirpes isoladas tenham solubilizado fósforo eficientemente, a habilidade de 

solubilizar zinco diferiu entre os isolados (Madhaiyan et al., 2004). Estudo 

posterior mostrou a descrição detalhada da solubilização de zinco em G. 

diazotrophicus (Saravanan et al., 2007c). Foi identificado que esta característica 

seria mediada pela ação de ácido orgânico 5-cetoglucônico, produzido em grande 

quantidade pela bactéria. Isto foi confirmado através de análises moleculares com 

mutantes de G. diazotrophicus incapazes de solubilizar fósforo e zinco (Intorne et 

al., 2009). A capacidade de solubilizar nutrientes apresentada pela bactéria está 

diretamente envolvida com a produção de ácido glucônico mediada pelo 

complexo PQQ-GDH. Em estudo recente, foi verificado aspectos associados a 

solubilização de fósforo e o complexo PQQ-GDH. Neste trabalho, a bactéria 

promoveu a solubilização de 98% do fósforo insolúvel (Crespo et al., 2011). 

Quanto ao zinco, a eficiência de solubilização varia em torno de 40 a 50%, 

dependendo do composto e da cepa utilizados (Saravanan et al., 2007c; Natheer 

e Muthukkaruppan, 2012). 

A solubilização de nutrientes se torna especialmente interessante em 

bactérias associadas à plantas, pois uma vez solubilizados, tais compostos 
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podem tornar-se disponíveis para a absorção pelos vegetais. Trabalhos têm 

avaliado o papel de G. diazotrophicus quanto à solubilização de nutrientes e a 

interação com plantas. A disponibilização de zinco para plantas de milho foi 

claramente demonstrada pela ação da bactéria. Foi observado a absorção do 

nutriente pela planta intermediada por G. diazotrophicus através de compostos 

insolúveis marcados com 65Zn. Somado a isso, quando comparado o efeito da 

bactéria em solo deficiente ou suficiente em zinco, o benefício foi maior em solo 

deficiente não esterilizado. Isto ressalta o papel da comunidade microbiana, 

mediando a solubilização do micronutriente (Sarathambal et al., 2010). Foi 

verificado também que estudos in vitro utilizando tomate e trigo inoculado com G. 

diazotrophicus apresentaram intensa acidificação do meio de cultura pela 

presença de ácido glucônico. Não houve diferença entre os níveis de 

solubilização de fósforo sob condições de FBN e não-FBN (Crespo et al., 2011). 

Em trabalho realizado em 2007, avaliando a solubilização de zinco 

mediada pela bactéria, foi observada a indução de pleomorfismo celular 

(Saravanan et al., 2007a). Com isso, é possível especular que esta seja uma 

resposta ao estresse causado pelo excesso de zinco no meio de cultura. Foi 

observado, ainda que a bactéria parece tolerar elevadas concentrações deste 

metal, que apesar de ser um micronutriente, em excesso causa danos aos 

organismos. Com isso, se torna interessante estudar a resistência a metal nesta 

bactéria e quais seriam os mecanismos envolvidos com esta característica. 

 

8.4- Produção de sideróforos 

 

Sideróforos são compostos de baixo peso molecular sintetizados por 

bactérias, fungos e plantas, que atuam na captação de ferro presente no 

ambiente, devido a sua característica de elevada afinidade por este cátion. 

Apesar de sua vasta abundância na crosta terrestre, o Fe3+ possui baixa 

solubilidade, de modo que os sideróforos agem como quelantes deste cátion, 

transportando-o para o interior celular (Hider e Kong, 2010). 

 Em G. diazotrophicus foi descrita a produção dos sideróforos salicilato, 

catecol e hidroxamato, sendo verificada a ausência de carboxilato (Logeshwaran 

et al., 2009). Apesar do comportamento endófito, há trabalhos demonstrando a 
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presença da bactéria na rizosfera de plantas, o que justificaria sua necessidade 

de produzir sideróforos (Logeshwaran et al., 2009).  

Apesar da preferência por Fe3+, os sideróforos também podem quelar 

outros metais. Há evidências de que metais podem ativar a produção de 

sideróforos em bactérias. Isto implica no envolvimento destes compostos na 

homeostase de metais, em especial na tolerância a metais pesados. A ligação 

dos metais ao sideróforo reduz a concentração de metal livre no meio, afetando 

sua difusão para o interior celular e a toxicidade (Schalk et al., 2011). Neste 

sentido, é válido considerar a habilidade de G. diazotrophicus resistir a metal. 

 

8.5- Biocontrole de fitopatógenos 

 

A atividade exercida por G. diazotrophicus contra patógenos foi 

primeiramente demonstrada para o fungo Colletotrichum falcatum, causador da 

podridão vermelha em cana-de-açúcar, uma das principais pragas que atinge esta 

cultura. A atuação da bactéria se dá através da inibição do crescimento fúngico in 

vitro. O mecanismo de ação permanece desconhecido, no entanto, sugere-se a 

presença de propriedades fungistáticas ou fungicidas. Somado a isso, acredita-se 

que a redução do pH mediada pela bactéria prejudica o crescimento do fungo 

(Muthukumarasamy et al., 2000). Mehnaz e Lazarovits (2006) relataram a ação 

antagônica de G. diazotrophicus contra uma gama de outros fungos. Na Tabela 2 

são apresentados os fitopatógenos para os quais foi avaliado este tipo de ação 

mediada pela bactéria. 

O antagonismo mediado por G. diazotrophicus contra outros organismos é 

melhor avaliado com o patógeno Xanthomonas albilineans, bactéria causadora da 

doença da escaldadura das folhas em cana-de-açúcar (Piñón et al., 2002; Blanco 

et al., 2005; Arencibia et al., 2006; Blanco et al., 2010). Blanco e colaboradores 

(2005) verificaram que G. diazotrophicus produz uma bacteriocina semelhante a 

uma lisozima, que age sobre o patógeno, inibindo seu crescimento. Além da 

produção de bacteriocina, foi demonstrada a indução de resistência sistêmica por 

G. diazotrophicus mediando o biocontrole de X. albilineans. Isto se dá pela 

ativação dos mecanismos de defesa das plantas de cana-de-açúcar inoculadas 

previamente com G. diazotrophicus. Tais mecanismos tornam-se uma proteção 

para a planta contra a infecção por X. albilineans (Arencibia et al., 2006). 
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Tabela 2: Ação antagonística de Gluconacetobacter diazotrophicus contra fitopatógenos. 

Organismo Referência 

Xanthomonas albilineansa Blanco et al., 2005; Blanco et al., 2010 
Meloidogyne incognitab Bansal et al., 2005; Saravanan et al., 2007d 
Colletotrichum falcatum Muthukumarasamy et al., 2000 
Fusarium solani Mehnaz e Lazarovits, 2006 
F. solani phaseoli Mehnaz e Lazarovits, 2006 
F. sambicinum Mehnaz e Lazarovits, 2006 
F. culmorum Mehnaz e Lazarovits, 2006 
F. moniliforme Mehnaz e Lazarovits, 2006 
F. graminearum Mehnaz e Lazarovits, 2006 
Helminthosporium carbonum Mehnaz e Lazarovits, 2006 

           aBactéria 
           bNematóide 

            As espécies não indicadas correspondem à fungos. 

 

 

Juntamente com fungos e bactérias, os fitonematóides apresentam grande 

importância dentre os patógenos conhecidos. O nematóide das galhas, 

Meloidogyne incognita, destaca-se como um dos mais importantes, pois é capaz 

de infectar quase todas as espécies cultivadas. Estudos têm mostrado a ação in 

vitro e in planta de G. diazotrophicus contra M. incognita (Bansal et al., 2005; 

Saravanan et al., 2007d). De acordo com Bansal et al. (2005), a redução do pH, a 

excreção de amônia e a produção de ácidos graxos voláteis pela bactéria são os 

agentes responsáveis pela redução na eclosão de ovos e na incidência do 

patógeno. Experimentos em casa de vegetação com plantas de algodão em solo 

naturalmente infestado com o nematóide ao longo de três anos mostraram a 

promoção do crescimento vegetal, que atingiu ganhos de produtividade de até 

85% comparado ao controle (Bansal et al. 2005). Ácidos orgânicos produzidos 

pela bactéria também mostraram ação nematicida. Além disso, estes ácidos são 

responsáveis pela solubilização de compostos de zinco o que sugere ainda, que a 

disponibilização de íons Zn2+ pela bactéria contribui para o efeito deletério na 

população de nematóides, devido à toxicidade do metal (Saravanan et al., 2007d). 

Ensaios realizados in vitro mostraram a ação da bactéria, alcançando até 75% de 

mortalidade do nematóide na presença de ZnO. O tratamento com 25% de ácido 

glucônico foi o que apresentou melhor resultado com 90% de mortalidade. 

Experimentos com plantas de tomate in vitro mostraram que a presença da 

bactéria reduz em 35% a infestação pelo nematóide. A bactéria na presença de 

ZnO reduz em 50%, enquanto o ácido reduz 80% (Saravanan et al., 2007d). 
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Novamente, destaca-se a toxicidade de zinco, que neste caso atua sobre o 

patógeno, no entanto, sem afetar a bactéria negativamente.  

 

9. Genoma  

 

 G. diazotrophicus PAI 5 foi o primeiro endófito diazotrófico da classe 

Alphaproteobacteria a ter seu genoma completamente sequenciado. Foram 

anotados aproximadamento 4.000 sequências codificantes. Estas sequências 

revelam características relacionadas ao estilo de vida endófito, incluindo 851 

genes transferidos horizontalmente, relacionados com a adaptação ao habitat 

vegetal. Foram anotadas ainda mais de 1.000 sequências que codificam proteínas 

hipotéticas. Estes dados oferecem uma fonte de informação importante, que pode 

ser usada para manipular as interações planta-bactéria com o objetivo de 

melhorar a produção de culturas agrícolas, como a cana-de-açúcar. Dentre as 

outras aplicações biotecnológicas, estão a secreção de ácidos orgânicos e 

produção de bacteriocina e antifúngicos (Bertalan et al., 2009). Logo, 

considerando-se a importância de G. diazotrophicus, um melhor entendimento da 

sua fisiologia permitirá o desenvolvimento de métodos mais eficientes para a sua 

inoculação em espécies vegetais e possíveis avanços biotecnológicos. 

Atualmente, a abordagem de genômica funcional utilizada para G. diazotrophicus 

abrange estudos de mutagênese e análise proteômica. Como relatado no 

presente trabalho, algumas vias vêm sendo mais estudadas, como a solubilização 

de nutrientes e os trabalhos de interação. Mas ainda há muito para ser elucidado.  

 

10. Conclusão 

 

Foi apresentado que G. diazotrophicus é uma bactéria com vasto potencial 

de aplicação. No entanto, torna-se evidente a falta de estudos quanto à produção 

de sideróforos e fitormônios, por exemplo, que são características importantes 

para a promoção do crescimento vegetal. As aplicações industriais também têm 

muito a expandir. São poucos os estudos que tratam do uso industrial de G. 

diazotrophicus. A maioria dos trabalhos está relacionada à produção de levana. 

No entanto, o ácido glucônico e a molécula de PQQ tem elevado potencial de 

aplicação. Com isso, concluimos que G. diazotrophicus é um organismo 
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promissor e que merece atenção da comunidade científica. Seu potencial 

biotecnológico não abrange somente a agricultura, onde se concentram o maior 

número de trabalhos, mas inclui também indústria de alimentos, construção civil, 

metalurgia e farmacêutica.  
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Resumo 

 

Os mecanismos de resistência a cádmio, cobalto e zinco foram caracterizados na 

bactéria promotora do crescimento vegetal Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 

5. O nível de resistência da estirpe selvagem foi avaliada por meio do 

estabelecimento da concentração inibitória mínima (CIM) dos compostos solúveis 

CdCl2.H2O, CoCl2.6H2O e ZnCl2. G. diazotrophicus PAl 5 foi resistente a altas 

concentrações de Cd, Co e Zn, com CIM de 1,2; 20 e 20 mm, respectivamente. A 

seleção de uma biblioteca de inserção a partir do transposon Tn5 EZ-

<R6Kyori/KAN-2> na presença de ZnO revelou que o mutante GDP30H3 foi 

incapaz de crescer na presença do composto. Este mutante foi também altamente 

sensível a CdCl2.H2O, CoCl2.6H2O e ZnCl2. A caracterização molecular revelou 

que a mutação afetou o gene czcA, que codifica uma proteína envolvida no efluxo 

de metal. Análises in silico de mostraram que czcA é um componente do operon 

czcCBARS, juntamente com quatro outros genes czc. Este trabalho mostrou a 

alta tolerância de G. diazotrophicus PAl 5 a metais pesados e revelou que czc é 

determinante para tal habilidade na bactéria. 

 

Palavras-chave: Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5, resistência a metal, 

determinante czc, cádmio, cobalto, zinco. 
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1. Introdução 

 

Os metais são componentes naturais do ambiente. Alguns, como zinco e 

cobre, são requeridos como nutrientes essenciais aos seres vivos, atuando na 

regulação da expressão gênica, atividade de biomoléculas e estabilização 

estrutural do DNA (Ji e Silver, 1995; Bruins et al., 2000). Outros, como mercúrio e 

chumbo, que não apresentam função biológica conhecida, são tóxicos aos seres 

vivos mesmo em quantidades traço (Pan e Wang, 2012). Em microrganismos, o 

excesso de determinados metais pode afetar o crescimento, a morfologia e o 

metabolismo (Giller et al., 1998). A toxicidade ocorre através do deslocamento de 

íons essenciais presentes em moléculas biologicamente ativas, estabelecimento 

de interações deletérias com diferentes ligantes ou a formação de compostos 

inespecíficos complexos na parede celular (Nies, 1999). Como resultado, ocorre 

alteração na estrutura conformacional de macromoléculas, interferência na 

fosforilação oxidativa e no balanço osmótico celular (Bruins et al., 2000). 

 Ao longo do processo evolutivo, vários mecanismos de resistência se 

desenvolveram em microrganismos visando atenuar a toxicidade causada por 

excesso de metal (Prapagdee e Watcharamusik, 2009). Dentre eles, destaca-se o 

efluxo ativo do metal, a síntese de compostos ligantes, o acúmulo e complexação 

do metal dentro da célula e a sua redução para estados menos tóxicos (Nies, 

1999; Gadd, 2004). O principal processo para regulação intracelular da 

concentração de metal é baseado no seu transporte através da membrana 

plasmática (Nies e Silver, 1995). Sob condições normais, os metais essenciais e 

não-essenciais são transportados por sistemas de entrada não-específicos. 

Entretanto, em situações onde os íons metálicos estão em excesso, pode ocorrer 

a síntese de complexos protéicos específicos de efluxo de íons viabilizando 

exclusão dos metais não-essenciais (Nies e Silver, 1995).  

CzcA é considerada uma proteína central para a resistência aos metais 

cádmio, cobalto e zinco em vários microrganimos, incluindo a bactéria tolerante 

Cupriavidus metallidurans CH34 (Nies, 2003; Monchy et al., 2007; Von Rozycki e 

Nies, 2009; Janssen et al., 2010). CzcA também tem sido caracterizada em outras 

espécies associadas com resistência a metal, tais como Caulobacter crescentus 

CB15N (Hu et al., 2005), Pseudomonas putida CD2 (Hu e Zhao, 2007) e 

Sinorhizobium meliloti 1021 (Rossbach et al., 2008). Juntamente com outras 
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proteínas, CzcA forma o chamado determinante Czc, que é um complexo 

multiprotéico associado a alto grau de resistência a cádmio, cobalto e zinco em 

bactérias (Nies, 2003). 

 Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 é uma bactéria endófita promotora 

do crescimento vegetal (Saravanan et al., 2007), que foi isolada pela primeira vez 

em cana-de-açúcar (Cavalcante e Döbereiner, 1988). Posteriormente, esta 

bacteria foi observada em vários outros hospedeiros, tais como capim-elefante, 

café, batata-doce, banana, abacaxi, cenoura, beterraba, rabanete e arroz 

(Saravanan et al., 2007). Fixação biológica de nitrogênio, produção de 

fitormônios, ação contra fitopatógenos e solubilização de nutrientes minerais são 

várias das características de promoção do crescimento vegetal presentes em G. 

diazotrophicus PAl 5 (Saravanan et al., 2007). A bactéria também apresenta 

resistência a antibióticos (Mowade e Bhattacharyya, 2000), o que sugere a 

atuação de mecanismos de multiresistência a drogas e/ou a expressão de 

bombas de efluxo (Pages et al., 2008). 

 O genoma de G. diazotrophicus encontra-se sequenciado, disponibilizando 

grande quantidade de informação para estudos de genômica funcional (Bertalan 

et al., 2009). O grande número de sistemas de transporte descrito é consistente 

com as várias características relacionadas com o estilo de vida endófito (Bertalan 

et al., 2009). A disponibilidade destas informações tem possibilitado a 

caracterização de vias metabólicas relevantes na bactéria (Intorne et al., 2009). 
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2. Objetivo geral 

 

Avaliar os níveis de tolerância para cádmio, cobalto e zinco em 

Gluconacetobacer diazotrophicus PAl 5, buscando identificar o mecanismo 

molecular da resistência a metal nesta bactéria através da caracterização 

molecular de um mutante sensível a zinco.  

 

2.1. Objetivos específicos 

 

- Determinar a concentração inibitória mínima das formas solúveis dos metais 

cádmio, cobalto e zinco para a bactéria G. diazotrophicus e o mutante GDP30H3 

sensível a zinco; 

- Identificar o gene interrompido no mutante GDP30H3 pelo transposon Tn5; 

- Estudar a organização estrutural deste gene interrompido;  

- Realizar análise filogenética da proteína alterada no mutante. 
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3. Material e métodos 

 

3.1. Cepas bacterianas, meios e condições de cultivo 

 

A estirpe selvagem Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 da Coleção de 

Cultura da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Campos 

dos Goytacazes, RJ, Brazil) foi gentilmente cedida pelo Dr. Fábio L. Olivares. O 

mutante GDP30H3 foi obtido através de mutagênese insercional com tranposon 

Tn5 EZ-<R6Kyori/KAN-2>. Ele foi isolado a partir de uma biblioteca de 2.554 

mutantes. A seleção de GDP30H3 foi realizada na presença de 0,12 % de ZnO. 

Seu fenótipo é de inibição do crescimento na presença deste óxido 

diferentemente de G. diazotrophicus PAl 5 selvagem, que apresenta formação de 

colônia. Já na ausência de ZnO, mutante e selvagem crescem de modo similar 

com formação de colônia (Intorne et al., 2009). 

G. diazotrophicus PAl 5 e o mutante GDP30H3 foram cultivados em meio 

DYGS (Rodrigues Neto, 1986) e LGI modificado (composição em g.l-1: glicose 10, 

K2HPO4 0,2; KH2PO4 0,6; MgS04·7H2O 0,2; (NH4)2SO4 1,32; CaCl2·2 H2O 0,02; 

NaMoO4·2 H2O 0,002 e FeCl3·6 H2O 0,018 a 30 °C (Cavalcante e Döbereiner, 

1988). Escherichia coli TransforMax EC100D (pir–) (Epicentre) cultivada em meio 

LB-Miller a 37 °C (Miller, 1972) foi usada nos estudos de clonagem seguindo a 

instrução do fabricante. Canamicina foi adicionado quando necessário (50 µg.ml-1) 

(Intorne et al., 2009). Os componentes dos meios foram dissolvidos em água 

destilada (DYGS e LB) ou água ultra-pura (LGI), e esterilizados em autoclave a 

121 °C por 20 min. O pH dos meios DYGS e LGI foi ajustado para 5,5 com KOH 

antes da esterilização. No preparo do meio sólido foi adicionado 15 g.l-1 de agar-

agar. Ainda nos meios sólidos DYGS e LGI, foi utilizado azul de bromotimol 0,5 % 

em KOH 0,2 M (5 ml.l-1) como indicador de pH. 

O cultivo de G. diazotrophicus PAl 5 e o mutante GDP30H3 em meio 

líquido foi realizado em Erlenmeyer com chicana (1.000 ml) contendo 100 ml de 

meio cobertos com manta de algodão envolta em gaze. Os frascos 

permaneceram sob agitação constante de 180 min-1, em agitador-incubador 

orbital, por 18 h. O cultivo foi realizado até atingir fase exponencial equivalente a 

densidade ótica igual a 1,0 em 600 nm. Já o cultivo em meio sólido foi realizado 
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em placas de Petri, incubadas em estufa bacteriológica, cujo período de tempo 

variou de acordo com o ensaio realizado.  

 

3.2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

Gotas (10 µl) da estirpe selvagem cultivada em meio LGI (~109 células.ml-1) 

foram plaqueadas em meio sólido LGI contendo concentrações variadas de sais 

metálicos (CdCl2·H2O, CoCl2·6H2O e ZnCl2), esterilizados anteriormente por 

filtração. Para cada metal, foi determinada a menor concentração que inibiu 

visivelmente o crescimento bacteriano dentro de 6 dias. O ensaio foi repetido ao 

menos três vezes. 

 

3.3. Ensaio de solubilização de zinco 

 

Gotas (10 µl) da estirpe selvagem e o mutante GDP30H3 cultivados em 

meio DYGS (~109 células.ml-1) foram inoculadas em placas de Petri de DYGS 

controle e DYGS suplementado com ZnO 0,12 % (equivalente a 0,1 % de zinco). 

As placas foram incubadas por 2 dias (Saravanan et al., 2007; Intorne et al., 

2009). O crescimento das colônias foi observado em ambos os meios e 

comparado. A formação do halo de solubilização foi avaliada. Este experimento 

foi repetido ao menos três vezes. 

 

3.4. Determinação de sensibilidade ao metal no mutante 

 

Gotas (10 µl) da estirpe selvagem e o mutante GDP30H3 cultivados em 

meio LGI (~109 células.ml-1) foram plaqueadas em meio LGI contendo 0,3 e 0,5 

mM de CdCl2·H2O, 2,0 e 8,0 mM de CoCl2·6H2O, 2,0 e 8,0 mM de ZnCl2. Estas 

concentrações foram definidas com base nos valores de CIM encontrados para a 

bactéria selvagem, abrangendo concentrações baixas e medianas. Os compostos 

foram adicionados em concentrações que viabilizassem o crescimento da estirpe 

selvagem. Concentrações mais elevadas não foram avaliadas, pois o mutante 

apresenta fenótipo de perda de função. Este experimento foi repetido ao menos 

três vezes. 
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3.5. Isolamento de DNA e Southern Blotting do mutante 

 

O DNA genômico das bactérias selvagem e mutante foi isolado usando 

reagente Plant DNAzol (Invitrogen), seguindo protocolo do fabricante. O DNA 

genômico foi digerido com EcoRI (New England Biolabs), separado por 

eletroforese em gel de Agarose 0,8 % e então transferido para membrana de 

náilon (Hybond-N+, Amersham GE Healthcare). O transposon inteiro (2.001 bp) 

foi amplificado usando iniciador MEint (5ʹ-CTG TCT CTT ATA CAC ATC T-3’) a 

partir do mutante selecionado. As reações de PCR (20 µl) continham 10 mM de 

Tris-HCl (pH 8,3); 50 mM de KCl; 1,5 mM de MgCl2; 200 µM de cada dNTP; 0,5 

µM do iniciador MEint, 1 U de Taq DNA polimerase (Fermentas) e 10 ng de DNA 

molde. As reações foram realizadas em termociclador (MasterCycler Gradient - 

Eppendorf) com desnaturação inicial a 95 °C por 5 min seguido de 40 ciclos de 95 

°C por 60 s, 55 °C por 60 s, 72 °C por 90 s e extensão final a 72 °C por 30 min. O 

fragmento amplificado foi usado como sonda na hibridação. A marcação desta 

sonda e a hibridação foi realizada de acordo com o kit Amersham Gene Images 

AlkPhos Direct Labelling and Detection System (GE Healthcare). Então a 

membrane foi lavada e exposta a radiografia (Sambrook e Russel, 2001). 

 

3.6. Identificação do sítio de inserção do transposon Tn5 

 

Os fragmentos contendo as regiões genômicas flanqueando o ponto de 

inserção do transposon foram recuperados por autoligação do DNA total digerido 

com EcoRI, e clonado por eletroporação em E. coli TransforMax EC100D (pir –), 

seguindo as instruções do kit EZ-Tn5<R6Kyori/KAN-2>Tnp Transposome 

(Epicentre). Após a transformação, as células foram plaqueadas em placas de LB 

contendo canamicina. As colônias selecionadas tiveram seus plasmídeos 

purificados. 

As sequências de nucleotídeos foram determinadas em sequenciador 

automático ABI 3130 (Applied Biosystems) com kit Big Dye Terminator (Applied 

Biosystems) de acordo com as instruções do fabricante. Foram usados iniciadores 

específicos para o transposon KAN-2-FP-1 and KAN-2-RP-1 disponíveis no kit 

EZ-n5<R6Kyori/KAN-2>Tnp. Aproximadamente 900 nucleotídeos foram 

sequenciados em cada região flanqueadora da inserção. A análise das 
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sequências foi realizada utilizando a ferramenta BLAST no National Center for 

Biotechnology Information – NCBI (NCBI, 2012) nos dois genomas de G. 

diazotrophicus PAl 5 depositados na base de dados do NCBI (RefSeq: 

NC_010125 e NC_011365).  

 

3.7. Organização genômica do determinante czc 

 

As sequências dos genes compreendendo o determinante czc em G. 

diazotrophicus PAl 5 (RefSeq: NC_010125) e nas espécies bacterianas 

relacionadas foram obtidas através da base de dados do NCBI (NCBI, 2012). O 

locus czc de Gluconacetobacter xylinus NBRC 3288 - pGXY010 (RefSeq: 

NC_016037), que pertence ao mesmo gênero de G. diazotrophicus PAl 5 e 

Herbaspirillum seropedicae SmR1 (RefSeq: NC_014323), um outro endófito de 

cana-de-açúcar (Baldani et al., 1986), foram incluídos nas análises de sequência. 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (RefSeq: NC_002516), Pseudomonas putida 

KT2440 (RefSeq: NC_002947) e Cupriavidus metallidurans CH34 – pMOL30 

(RefSeq: NC_007971) também foram avaliados, pois seus determinantes czc já 

foram caracterizados (Hassan et al., 1999; Cánovas et al., 2003; Grobe et al., 

2004). As bases de dados BioCyc (Caspi et al., 2010) e Microbes Online (Dehal et 

al., 2010) foram usadas para predição in silico da organização do operon. 

 

3.8. Análise filogenética da proteína CzcA 

 

A sequência protéica de CzcA obtida a partir de G. diazotrophicus PAl 5, 

sequências similares oriundas de bactérias fixadoras de nitrogênio e outras 

proteínas da superfamília de Resistência, Nodulação e Divisão Celular (RND) 

(Tseng et al., 1999) foram utilizadas para análise filogenética. Estas sequências 

foram obtidas da base de dados UniProt (Uniprot, 2012) O alinhamento destas 

proteínas foi realizado através do ClustalW (parâmetro default) (Thompson et al., 

1994) e algoritmo Needle (EMBL-EBI, 2012). A proteína HAE3 de Methanoregula 

boonei 6A8 foi utilizada como grupo externo (Número de acesso do Uniprot: 

A7I766). Foram selecionados modelos de substituição ótima para análise 

filogenética através do programa ProtTest (Darriba et al., 2011). 
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 O resultado do alinhamento foi submetido ao programa MEGA versão 5.0 

(Tamura et al., 2011) para gerar a árvore filogenética pelo método Maximum 

Likelihood (ML). Os parâmetros utilizados foram modelo de substituição WAG+F 

com sítio invariante (l) e sítio gama-distribuído, 1.000 bootstrapped e 4 categorias 

de taxa de substituição.  

Foi obtido ainda a predição dos domínios estruturais e transmembranas 

(TMH) das proteínas CzcA avaliadas no presente trabalho. Isto foi possível 

através da utilização dos programas Simple Modular Architecture Research Tool-

SMART (Schultz et al., 1998; Letunic et al., 2009) e TMHMM Server v.2.0, (Krogh 

et al., 2001), respectivamente.  
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4. Resultados 

 

4.1. Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 e a resistência a cádmio, 

cobalto e zinco 

 

Os resultados da análise de resistência da bactéria para metais quando 

cultivada em meio sólido contendo CdCl2.H2O, CoCl2.6H2O e ZnCl2 foi avaliada 

(Fig. 1A). G. diazotrophicus PAl 5 foi resistente a níveis elevados de Cd, Co e Zn, 

com concentrações máximas toleradas de 1,0; 18 e 16 mM, respectivamente. As 

concentrações inibitórias mínimas (CIM) para Cd, Co e Zn foram 1,2; 20 e 20 mM, 

respectivamente. Foi encontrado que G. diazotrophicus PAl 5 é suscetível aos 

metais na seguinte ordem: Co = Zn < Cd. 

 

4.2. Mutante sensível a metal 

 

Conforme apresentado na Figura 1B, o mutante GDP30H3 não cresceu na 

presença de ZnO. Considerando-se que a causa de tal fenótipo foi a presença de 

zinco no meio de cultura, avaliou-se a sensibilidade deste mutante aos metais 

cádmio, cobalto e zinco. A Fig. 1C mostra que na ausência dos metais, GDP30H3 

apresentou crescimento similar ao da bactéria selvagem. Porém, o mutante 

apresentou elevada sensibilidade quando crescido na presença dos metais 

cádmio, cobalto e zinco. GDP30H3 não cresceu nas concentrações mais 

elevadas dos três metais testados e foi afetado negativamente mesmo em baixas 

concentrações dos metais. Estes dados indicam o papel crucial do gene afetado 

na resistência da bactéria aos metais pesados cádmio, cobalto e zinco. 

 

4.3. Caracterização da inserção de Tn5 no mutante GDP30H3 

 

O número de inserções do transposon no cromossomo do mutante foi 

avaliado por Southern Blotting, utilizando DNA genômico digerido com EcoRI e a 

sequência do transposon como sonda. A Figura 1D mostra a presença de uma 

única banda no mutante. Através de predição in silico, o tamanho do fragmento 

hibridado corresponde a distância entre os sítios de restrição de EcoRI (4.601 pb) 
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observado na sequência do genoma mais a sequência de inserção do transposon 

(2.001 pb), totalizando 6.002 pb. 

 

 

 

Figura 1: Ensaio de Concentração Inibitória Mínima de Gluconacetobacter diazotrophicus 
PAl 5 e avaliação da sensibilidade do mutante GDP30H3 para cádmio, cobalto e zinco. 
(A) Sensibilidade de Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 aos metais em meio LGI. A 
primeira concentração apresentada foi a menor concentração que afetou o crescimento 
bacteriano. Concentrações inferiores a esta não reduziram a densidade da colônia. (B) 
Ensaio de solubilização com ZnO para estirpe selvagem e mutante GDP30H3 sensível a 
zinco em meio DYGS. (C) Comparação entre estirpe selvagem e mutante GDP30H3 
quanto à sensibilidade para cádmio, cobalto e zinco em meio LGI. Todos estes 
experimentos foram realizados ao menos três vezes. A barra branca representa 1 cm. (D) 
Southern Blotting da estirpe selvagem e do mutante. Coluna 1: estirpe selvagem. Coluna 
2: GDP30H3. O marcador de peso molecular é 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 

 

 

O gene interrompido pelo transposon no mutante foi identificado pelo 

sequenciamento das regiões flaqueadoras do sítio de inserção do transposon. De 

acordo com a base de dados do NCBI, o ID do gene é 5789610. A Figura 2A 

mostra a região genômica da inserção. GDP30H3 foi alterado no gene czcA 

(Locus tag: GDI_1513), que codifica uma proteína de resistência cobalto-zinco-
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cádmio. Esta proteína tem sido caracterizada em algumas bactérias e está 

envolvida no efluxo de cátions (cobalto, zinco e cádmio). 

 

 

 

Figura 2: Caracterização do determinante czc em Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 
5. (A) Organização genômica dos genes flanqueando a inserção de Tn5 em G. 
diazotrophicus PAl 5 de acordo com a base de dados NCBI. Grupo gênico flanqueando 
czcA. As setas indicam a orientação da sequência aberta de leitura. Seta preta: gene 
interrompido neste estudo, setas cinzas: genes não interrompidos, tesouras: sítios de 
restrição de EcoRI, triângulo branco: sítio de inserção do transposon, nt: nucleotídeo.  
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Continuação: (B) Comparação da organização genômica do determinante czc em G. 
diazotrophicus PAl 5 e as espécies relatadas. Entre parênteses segue o código de 
RefSeq do NCBI: (1) G. diazotrophicus PAl 5 (NC_010125), (2) G. xylinus NBRC 3288 
(NC_016037), (3) H. seropedicae SmR1 (NC_014323), (4) P. aeruginosa PAO1 
(NC_002516), (5) P. putida KT2440 (NC_002947) e (6) C. metallidurans CH34 
(NC_007971). Letras sublinhadas nas caixas: códon de iniciação, e letras em negrito: 
códon de terminação. As setas indicam a orientação da sequência aberta de leitura. Os 
códigos acima das setas são os locus tag das sequências. A barra preta refere-se a 500 
pb. (C) Alinhamento múltiplo e relação filogenética da sequência de aminoácidos dos 
membros da superfamília RND. Famílias da superfamília RND: (1) Heavy Metal Efflux 
(HME), (2) Hydrophobe/Amphiphile Efflux-1 (HAE1), (3) Nodulation Factor Exporter 
(NFE), (4) SecDF protein-secretion accessory protein (SecDF), (5) 
Hydrophobe/Amphiphile Efflux-2 (HAE2), (6) Eukaryotic Sterol Homeostasis (ESH), e (7) 
Hydrophobe/Amphiphile Efflux-3 (HAE3). A família HME está destacada na caixa 
pontilhada. CzcA de G. diazotrophicus PAl 5 está com as letras em negrito. Os números 
nos nós indicam o suporte de bootstrap. O comprimento dos ramos é proporcional à 
distância evolucionária (barra de escala). O asterisco refere-se a uma proteína putativa 
de membrana. Os códigos entre parênteses são os números de acesso destas 
sequências. A proteína HAE3 de Methanoregula boonei 6A8 (Número de acesso do 
Uniprot: A7I766) foi utilizada como grupo externo. Todas as análises de sequências foram 
realizadas usando a base de dados UniProt. 

 

 

4.4. O determinante czc e a resistência a metal em G. diazotrophicus 

 

A análise do contexto gênico de czcA revelou a sobreposição das 

extremidades da região codificadora com os genes adjacentes czcR e czcB 

(Locus tag: GDI_1512 e GDI_1514, respectivamente). Avaliando-se os genes 

subsequentes, foi observado que czcS e czcC (Locus tag: GDI_1511 e GDI_1515, 

respectivamente) também possuem regiões de sobreposição (Fig. 2B). Uma 

predição in silico usando as bases de dados BioCyc and Microbes sugere que a 

organização destes genes é em operon. Este conjunto de genes é conhecido 

como determinante czc, que é amplamente difundido em bactérias que possuem 

altos níveis de resistência a metais (Nies, 2003; Leedjärv et al., 2008). Dois outros 

genes envolvidos no efluxo de metais pesados são localizados próximos a esta 

região do genoma. São eles copA (Locus tag: GDI_1508) e copB (Locus tag: 

GDI_1509), que codificam as proteínas de resistência a cobre A e B, 

respectivamente.  

Também foi identificada a presença de uma segunda cópia do gene czcA 

(Locus tag: GDI_2438) localizada em outra região do cromossomo de G. 

diazotrophicus. Entretanto, os outros genes componentes do determinante 

czcCBARS não foram observados na vizinhança. Os genes adjacentes a esta 
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segunda cópia codificam uma bomba de efluxo da membrana externa (Locus tag: 

GDI_2437) e uma proteína de secreção da família HlyD (Locus tag: GDI_2439). 

Nesta região do genoma também foi observada a presença de genes codificantes 

para transposases (Locus tag: GDI_2423 e GDI_2424) e integrases (Locus tag: 

GDI_2426 e GDI_2443). Foi verificado baixa porcentagem de similaridade de 

sequência (52,3 %) e identidade (34,3 %) entre as duas cópias de czcA como 

mostrado na Tabela 1. Nenhum gene czc foi encontrado nas sequências dos três 

plasmídeos desta bactéria depositadas na base de dados NCBI (pGDIPAl5I - 

RefSeq: NC_010124, pGDIPal5II - RefSeq: NC_010123 e pGDIA01 - RefSeq: 

NC_011367).  

 

 

Tabela 1. Comparação de sequência da proteína CzcA de Gluconacetobacter 
diazotrophicus PAl 5 com proteínas CzcA homólogas.  

Organismo Similaridade (%) Identidade (%) Tamanhoa TMHb Númeroc 

G. diazotrophicus PAl 5 100 100 1.031 12 A9HG69 

G. diazotrophicus PAl 5d 52,3 34,3 1.033 12 A9HN20 

G. xylinus NBRC 3288 82,9 73,2 1.024 12 G2I822 

C. metallidurans CH34 58,9 39,9 1.063 11 P13511 

Alcaligenes sp. CT14 59,1 40,0 1.063 11 P94177 

H. seropedicae SmR1 58,2 39,2 1.073 10 D8IVU2 

P. aeruginosa PAO1 59,4 39,7 1.051 10 Q9I0W2 

P. putida KT2440 59,4 40,4 1.053 10 Q88RT6 
aNúmero de aminoácidos. 
bNúmero de domínios transmembrana (TMH). 
cNúmero de acesso do UniProt. 
dProteína correspondente a segunda cópia do gene czcA gene (Locus tag: GDI_2438).  

 

 

Foi observada alta similaridade entre a organização genômica do 

determinante czc de G. diazotrophicus PAl 5 e do plasmídeo pGXY010 de G. 

xylinus NBRC 3288 quando as sequências homólogas foram comparadas (Fig. 

2B). Uma segunda cópia do determinante czc foi encontrado no cromossomo de 

G. xylinus NBRC 3288. A análise comparativa com o genoma de Herbaspirillum 

seropedicae revelou a presença de duas regiões distintas codificadoras do 

determinante czc no genoma desta bactéria, o que também foi observado em 

Pseudomonas aeruginosa CMG103 e Pseudomonas putida KT2440 (Fig. 2B). A 

organização genômica do modelo de estudo para resistência a metal Cupriavidus 

metallidurans CH34 apresenta dois determinantes czc. Alguns genes czc não-



CAPÍTULO 2 
_________________________________________________________________ 

60 
 

funcionais estão localizados no cromossomo 2 (czcICBA-ubiG-czcSRL), mas a 

maioria dos genes se encontra no seu plasmídeo pMOL30 (czcMNICBADRSEJ), 

que é completamente funcional (Van der Lelie et al., 1997; Monchy et al., 2007; 

Von Rozycki e Nies, 2009; Janssen et al., 2010). A Figura 2B mostra os genes 

localizados no plasmídeo pMOL30, que é organizado em dois operons definidos 

como czcCBA e czcDRS (Grobe et al., 2004). 

A Figura 2C apresenta a filogenia de membros representativos das sete 

famílias, que formam a superfamília RND. Esta superfamília consiste de 

permeases, que atuam como bombas de efluxo de transporte de compostos. 

CzcA pertence à superfamília RND. 

A Tabela 1 compara CzcA de G. diazotrophicus PAl 5 com outras proteínas 

CzcA homólogas, que têm sido encontradas em Proteobactérias A proteína 

apresentou maiores identidade e similaridade com G. xylinus NBRC 3288 (73,2 % 

e 82,9 %, respectivamente). O tamanho da proteína variou de 1.024 a 1.073 

aminoácidos entre as espécies analisadas. Predições funcionais baseadas na 

sequência de aminoácidos do gene czcA usando os programas SMART e 

TMHMM revelaram a presença de 10 a 12 regiões transmembrana nesta proteína 

(10-12), que é característico deste tipo de transportador. Todas estas proteínas 

contêm o domínio ADAM Cysteine Rich (ACR), cobrindo a maior parte do seu 

tamanho total. 
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5. Discussão 

 

Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 é uma bactéria promotora do 

crescimento vegetal capaz de solubilizar nutrientes, tais como zinco, o que sugere 

que esta bactéria contém genes, que conferem resistência à metais. No presente 

trabalho, a mutagenese insercional foi usada para analisar o determinante de 

resistência de PAl 5. Um transportador antiporter quimiosmótico foi encontrado. 

Primeiramente, foi avaliada a suscetibilidade de G. diazotrophicus PAl 5 a 

cádmio, cobalto e zinco através de um ensaio de CIM. Os resultados mostraram 

que a bactéria foi altamente tolerante aos metais, quando comparada a outros 

organismos previamente caracterizados. Trajanovska e colaboradores (1997) 

avaliaram bactérias isoladas de ambiente contaminado com íons metálicos e 

encontraram Corynebacterium sp. AB18, Arthrobacer sp. E11 e Cupriavidus 

metallidurans CH34 (Trajanovska et al., 1997). Em geral, os valores de CIM 

encontrados para estes microrganismos foram inferiores aos observados no 

presente trabalho para G. diazotrophicus PAl 5, especialmente aqueles para os 

íons cobalto e zinco (Trajanovska et al., 1997) (Tab. 2). Similarmente, os estudos 

realizados com Pseudomonas putida 06909 (Seon-Woo et al., 2001) e 

Pseudomonas aeruginosa CMG466 (Ahmed et al., 2005) mostraram valores de 

CIM menores do que aqueles de G. diazotrophicus PAl 5, com diferenças maiores 

encontradas para o estresse com cobalto. Na Tabela 2 são apresentados os 

dados para estas bactérias comparados aos obtidos no presente trabalho para G. 

diazotrophicus PAl 5. Entretanto, é importante considerar que os ensaios foram 

realizados em meios de cultivo distintos, já que as exigências nutricionais são 

diferentes entre os microrganismos. Portanto, a biodisponibilidade ou toxicidade 

do íon metálico pode variar sob influência dos constituintes químicos de cada 

meio de cultura (Hughes e Poole, 1991). 
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Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) de íons metálicos para Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 e bactérias relacionadas. 

Organismo Cádmio CIM a  Cobalto CIM a Zinco CIM a Referência 

G. diazotrophicus PAl 5 CdCl2·H2O 1,2 CoCl2·6H2O 20,0 ZnCl2 20,0 Presente estudo 

C. metallidurans CH34 CdCl2 0,2 Co(NO3)2 1,9 Zn(NO3)2 2,7 Trajanovska et al., 1997 

Corynebacterium sp. AB18b CdCl2 1,2 Co(NO3)2 2,7 Zn(NO3)2 2,5 Trajanovska et al., 1997 

Arthrobacter sp. E11a CdCl2 2,1 Co(NO3)2 2,5 Zn(NO3)2 3,1 Trajanovska et al., 1997 

P. aeruginosa CMG466 CdCl2 2,0 CoCl2 0,5 ZnCl2 1,5 Ahmed et al., 2005 

P. putida 06909 CdCl2·2.5H2O 1,7 CoCl2·6H2O 0,3 ZnSO4·7H2O 11,5 Seon-Woo et al., 2001 
       aConcentração dada em mM. 
       bBactéria isolada de solo contaminado com metais. 
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Após verificada a elevada resistência de G. diazotrophicus PAl 5 a metais, 

foi avaliado o mecanismo molecular responsável por esta característica. Para 

tanto um mutante de inserção (GDP30H3) foi identificado, apresentando elevada 

sensibilidade para os estresses por cádmio, cobalto e zinco solúvel. O 

sequenciamento das bordas do sítio de inserção do transposon revelou que tal 

mutante foi afetado no gene czcA. Este gene se mostrou essencial para a 

resistência em todas as condições de estresse analisadas, pois sua interrupção 

afetou negativamente o crescimento da bactéria, mesmo nas concentrações mais 

baixas dos metais. CzcA codifica uma proteína pertencente à superfamília dos 

transportadores RND, que compõe a família de efluxo de metal pesado (Heavy 

Metal Efflux - HME), integrante do grupo HME1 (Tseng et al., 1999).  Este 

transportador CzcA está diretamente envolvido com a resistência a cobalto, zinco 

e cádmio, o que explica porque bactérias que possuem o gene czcA são 

altamente resistente a estes metais (Nies, 2003). 

CzcA é um dos componentes do determinante czc, que codifica 

transportadores CBA - bombas transenvelope encontradas em bactérias Gram-

negativas. Estas bombas são formadas por três componentes que atuam como 

antiporters quimiosmóticos (Leedjärv et al., 2008). A bomba CzcCBA é composta 

de um grupo de proteínas com funções definidas. CzcC, um fator da membrana 

externa (Outer Membrane Factor - OMF), atua na membrana externa e transporta 

cátions para fora da célula (Koronakis et al., 2000). CzcB, uma proteína de fusão 

da membrana, é distribuída pelo espaço periplásmico e realiza o transporte de 

metal, impedindo a liberação de cátions livres no periplasma. CzcA liga-se a 

CzcB, que está ligado a CzcC, e remove os íons a partir do citoplasma 

(Choudhury e Srivastava, 2001). Assim, a detoxicação ocorre através do efluxo de 

íon impulsionado por uma força próton motriz (Goldberg et al., 1999). Existe ainda 

a expressão de dois reguladores, CzcR e CzcS, que formam um sistema de dois 

componentes. Este sistema é composto de duas proteínas, o sensor (CzcS, uma 

histidina quinase) e o regulador de resposta (CzcR), que regula a expressão de 

czcCBA através de uma cascata de fosforilação (Nies e Brown, 1998). 

CzcA também tem sido descrita em outros estudos abordando resistência a 

metal em diferentes bactérias. Em P. putida CD2, após a varredura de mutantes 

sensíveis a cádmio, foi encontrada participação de cinco operons antiporter 

quimiosmótico czc envolvidos na resposta ao cátion divalente (Hu e Zhao, 2007). 
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A expressão do gene czcA também tem sido descsrita em outros trabalhos, nos 

quais foi avaliado o perfil transcriptional de todo o genoma em resposta a metais 

de Sinorhizobium melilote 1021 e Caulobacter crescentus CB15N (Hu et al., 2005; 

Rossbach et al., 2008). A indução de genes czc na presença de cobre foi 

demonstrada em Myxococcus xanthus (Moraleda-Muñoz et al., 2010). Portanto, a 

anotação de copA e copB no genoma de G. diazotrophicus PAl 5, além do 

determinante czc, justifica investigações adicionais em relação à resistência da 

bactéria para cobre. 

A presença de cinco operons czc foi observada em Comamonas 

testosteroni S44. A avaliação da expressão destes genes em resposta a estresse 

por Zn2+ revelou que alguns genes czcA são induzidos e outros reprimidos na 

presença de Zn2+ (Xiong et al., 2011). Estes resultados são consistentes com 

aqueles encontrados para C. metallidurans CH34, em que um operon czc é 

induzido por Zn2+, outro é expresso constitutivamente e um terceiro é reprimido 

(Nies et al., 2006; Von Rozycki e Nies, 2009). A existência de duas cópias 

diferentes do gene czcA no genoma de G. diazotrophicus PAl 5 sugere papéis 

diferentes para estas proteínas em resposta a metais. 

Transportadores pertencentes à superfamília RND são amplamente 

distribuídos entre as bactérias Gram-negativas. Eles atuam como uma forma tripla 

atravessando a membrana interna e externa para detoxificar o citoplasma 

(Nikaido e Takatsuka, 2009; Nikaido, 2011). Eles são encontrados nos domínios 

da vida Archaea e Eucarya, indicando a importância evolucionária desta proteína 

(Tseng et al., 1999). Então, é possível que este mecanismo de resistência a metal 

tenha estado presente no último ancestral comum universal (Last Universal 

Common Ancestor - LUCA). A natureza generalizada dos mecanismos de 

resistência indica a relevância biológica de manutenção desta superfamília nos 

distintos domínios ao longo da evolução. Em G. diazotrophicus PAl 5, a função de 

CzcA é essencial para a viabilidade das células em concentrações elevadas de 

cádmio, cobalto e zinco. No entanto, poucas proteínas RND têm sido 

caracterizadas. Assim, a informação adicional sobre os membros desta família é 

relevante e pode ser estendido para homólogos, considerando a similaridade 

entre as sequências (Tseng et al., 1999). 

Os dados obtidos no presente trabalho sugerem que, na presença dos 

metais pesados cobalto, cádmio e zinco, G. diazotrophicus PAl 5 obtém sua 
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homeostase celular através do efluxo do excesso de cátions intracelulares por 

meio de transportadores. A medida que o sistema de detoxificação é danificado, o 

crescimento celular se torna inviável sob tais estresses. O mecanismo de efluxo 

de metais é mediado por transportadores CBA, que funcionam como antiporters 

formados por um complexo de proteínas. Este complexo atravessa a membrana 

celular, a partir do citoplasma até seu exterior, atuando ativamente no efluxo de 

substâncias tóxicas (Kim et al., 2011; Long et al., 2012). A Figura 3 ilustra o papel 

de czc no processo de detoxificação de cádmio, cobalto e zinco em G. 

diazotrophicus PAl 5. A apresentação deste modelo foi baseada na estrutura 

proposta por complexos CBA (Nies e Brown, 1998). 

 

 

 

Figura 3: Modelo de resistência a cádmio, cobalto e zinco em Gluconacetobacter 
diazotrophicus PAl 5. Transportadores CBA atuam na detoxificação de moléculas tóxicas. 
O asterisco indica a proteína mutada neste estudo. Círculos pretos: metais. Adaptado de 
Nies (2003). 
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6. Conclusão 

 

 A partir dos dados obtidos, o presente trabalho demonstrou que: 

- G. diazotrophicus PAl 5 é resistente a cádmio, cobalto e zinco; 

- A proteína CzcA é essencial para a resistência a metal na bactéria; 

- A análise in silico de CzcA com proteínas relacionadas revelou o papel do 

operon czc na resistência a metal em G. diazotrophicus PAl 5. 
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Resumo 

 

A poluição elevou a disponibilidade de metais na biosfera. Deste modo, a 

contaminação por metal é um dos grandes problemas ambientais do mundo. A 

exposição de microrganismos a tais condições afeta negativamente o crescimento 

e a atividade bioquímica celular, devido a alterações na estrutura conformacional 

de ácidos nucléicos e proteínas. Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria 

promotora do crescimento vegetal associada à diversas espécies vegetais e 

nichos ecológicos com distribuição cosmopolita. Recentemente, foi relatada sua 

resistência a metal pesado, tendo sido encontrado que a proteína CzcA é 

essencial para a tolerância a cádmio, cobalto e zinco. No entanto, os demais 

componentes das vias metabólicas envolvidas nesta resposta permanece 

desconhecido. O presente trabalho teve como objetivo identificar as principais 

proteínas envolvidas na resistência a cádmio, cobalto e zinco em G. 

diazotrophicus PAl 5. Para tanto, um biblioteca de 2.554 mutantes de inserção foi 

utilizada para selecionar mutantes sensíveis aos metais, cujos genes defectivos 

foram identificados por sequenciamento. Foram encontrados 16 genes distintos 

entre transportadores de efluxo de metal pesado, proteínas envolvidas na 

resposta oxidativa e proteínas hipotéticas. O estudo revelou o papel majoritário da 

resposta antioxidante como mediadora da resistência a metal na bactéria G. 

diazotrophicus PAl 5, destacando-se a detoxificação mediada por glutationa, ação 

de transportadores de influxo de manganês, dentre outras respostas. Somado a 

isso, observou-se um sistema de efluxo eficiente, típico de bactérias resistentes a 

metais pesados. O conjunto dos genes apresentados desempenha papel 

fundamental na homeostase celular da bactéria, o que, possivelmente, viabiliza 

sua sobrevivência em ambientes contaminados com metal.  

 

Palavras-chave: Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5, resistência a metal, 

sistemas de efluxo, determinante czc, resposta oxidativa, glutationa. 
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1. Introdução 

 

A poluição aumentou excessivamente no decorrer do século passado, 

elevando a disponibilidade de metais na biosfera a níveis tóxicos (Yan-de et al., 

2006). Deste modo, a contaminação por metal em solos é um dos grandes 

problemas ambientais do mundo. Estes elementos têm ação direta sobre a saúde 

pública e ecossistêmica (Abou-Shanab et al., 2006).  

 Alguns metais são essenciais e participam de processos biológicos, 

regulando a expressão gênica e a atividade de biomoléculas (Bruins et al., 2000). 

No entanto, em altas concentrações, mesmo metais essenciais tornam-se tóxicos. 

A exposição de microrganismos a concentrações excessivas destes compostos 

afeta negativamente seu crescimento, morfologia e atividade bioquímica (Giller et 

al., 1998). Esta toxicidade se dá pelo deslocamento de metais essenciais de seus 

sítios de ligação nativos ou através de interações com diferentes ligantes. São 

formados também complexos inespecíficos prejudiciais na parede celular (Nies, 

1999). O resultado desta ação são alterações na estrutura conformacional de 

ácidos nucléicos e proteínas, interferência na fosforilação oxidativa e no balanço 

osmótico (Bruins et al., 2000).  

 Os microrganismos possuem vários mecanismos de resistência, que 

previnem a toxicidade causada por excesso de metal (Prapagdee e 

Watcharamusik, 2009). Estes mecanismos incluem efluxo ativo do metal, aumento 

da expressão de enzimas de detoxificação, acúmulo e complexação do metal 

dentro da célula, redução do metal para estados menos tóxicos e síntese de 

peptídeos ligantes, proteínas ou polissacarídeos como metalotioneínas e 

substância polimérica extracelular – exopolissacarídeo (EPS) (Nies, 1999; Gadd, 

2004). É sabido, que estresses em geral desencadeiam uma resposta oxidativa 

exacerbada, de modo que defesas antioxidantes são necessárias. Esta defesa 

atua protegendo a célula dos danos oxidativos causados pelo agente estressante. 

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria promotora do 

crescimento vegetal (Saravanan et al., 2007a), primeiramente isolada no Brasil a 

partir de tecidos de cana-de-açúcar (Cavalcante e Döbereiner, 1988). Sua 

distribuição ocorre em vários locais do mundo, associada à diversas espécies 

vegetais e nichos ecológicos (Saravanan et al., 2007a). Recentemente, foi 

relatada sua resistência a metal pesado, tendo sido encontrado que a proteína 
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CzcA é essencial para a tolerância a cádmio, cobalto e zinco (Intorne et al., 2012). 

No entanto, os demais componentes das vias metabólicas envolvidas nesta 

resposta permanece desconhecido.  

O presente trabalho teve como objetivo a identificação das principais 

proteínas envolvidas na resistência a cádmio, cobalto e zinco em G. 

diazotrophicus PAl 5. Para tanto, um biblioteca de mutantes de inserção foi 

utilizada para selecionar mutantes sensíveis aos referidos metais, cujos genes 

defectivos foram identificados por sequenciamento. Foram encontrados 16 genes 

distintos entre transportadores de efluxo de metal pesado, proteínas envolvidas 

na resposta oxidativa e proteínas hipotéticas. O estudo revelou o papel majoritário 

da resposta antioxidante como mediadora da resistência a metal na bactéria G. 

diazotrophicus PAl 5. 
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2. Objetivo Geral 

 

 Estudar os mecanismos envolvidos na resistência aos metais cádmio, 

cobalto e zinco em Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5, através da 

identificação e caracterização de mutantes de inserção defectivos para tal 

característica. 

 

2.1. Objetivos específicos 

  

- Selecionar mutantes sensíveis aos metais cádmio, cobalto e zinco, a partir de 

uma biblioteca composta por 2.554 mutantes de inserção do transposon Tn5; 

- Identificar os genes interrompidos pelo transposon em cada um dos mutantes 

defectivos selecionados; 

- Caracterizar as vias de resistência detectadas, através de análise in silico das 

sequências dos genes afetados em cada mutante sensível aos metais. 

  



CAPÍTULO 3 
_________________________________________________________________ 

78 
 

3. Material e Métodos 

 

3.1. Cepas bacterianas e meios de cultivo 

 

 A estirpe selvagem Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5 da Coleção de 

Cultura da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Campos 

dos Goytacazes, RJ, Brazil) foi gentilmente cedida pelo Dr. Fábio L. Olivares. Os 

trabalhos de seleção de mutantes de G. diazotrophicus sensíveis aos metais 

utilizaram uma biblioteca composta por 2.554 mutantes obtidos por mutagênese 

insercional com tranposon Tn5 EZ-<R6Kyori/KAN-2> previamente construída 

(Intorne et al., 2009).  

G. diazotrophicus e seus respectivos mutantes foram cultivados em LGI 

modificado (composição em g.l-1: glicose 10, K2HPO4 0,2; KH2PO4 0,6; 

MgS04·7H2O 0,2; (NH4)2SO4 1,32; CaCl2·2 H2O 0,02; NaMoO4·2 H2O 0,002 e 

FeCl3·6 H2O 0,018 a 30 °C (Cavalcante e Döbereiner, 1988). Escherichia coli 

TransforMax EC100D (pir–) (Epicentre) cultivada em meio LB-Miller a 37 °C 

(Miller, 1972) foi usada nos estudos de clonagem seguindo a instrução do 

fabricante. Canamicina foi adicionado quando necessário (50 µg.ml-1) (Intorne et 

al., 2009). Os componentes dos meios foram dissolvidos em água destilada (LB) 

ou água ultra-pura (LGI), e esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 min. O pH 

do meio LGI foi ajustado para 5,5 com KOH antes da esterilização. No preparo do 

meio sólido foi adicionado 15 g.l-1 de agar-agar. Ainda no meio sólido LGI, foi 

utilizado azul de bromotimol 0,5 % em KOH 0,2 M (5 ml.l-1) como indicador de pH. 

 

3.2. Metais solúveis 

 

 Os metais utilizados em sua forma solúvel foram cádmio (CdCl2), cobalto 

(CoCl2.6H2O) e zinco (ZnCl2). Os três metais foram preparados em soluções 

estoques de 0,5 M, esterilizadas por filtração. Os metais foram adicionados ao 

meio de cultura estéril no momento de vertê-lo nas placas de Petri. Isto foi 

realizado buscando evitar a formação de complexos de compostos presentes no 

meio com os metais durante a autoclavagem.  
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3.3. Seleção de mutantes sensíveis a metal 

 

Os mutantes foram inoculados em placas de 96 poços (2 ml) com meio LGI 

e incubados a 30 °C sob agitação constante de 180 min-1. Após 4 dias de cultivo, 

um replicador de 96 pinos (Boekel, Fisher Scientific) foi usado para 

plaqueamento. Buscando encontrar mutantes defectivos para resistência a metal, 

os 2.554 mutantes foram plaqueados em meio LGI controle e LGI suplementado 

com 0,5 mM de CdCl2, 10 mM de CoCl2.6H2O e 2 mM de ZnCl2. As concentrações 

usadas foram determinadas a partir das concentrações mínimas inibitórias usadas 

para a seleção dos mutates como descrito no item 3.2. do Capítulo 2. O critério 

utilizado para a determinação destas concentrações foi baseado naquela cuja 

concentração influencia minimamente o crescimento da estirpe selvagem PAl 5.  

Após 7 dias de incubação, o crescimento da colônia foi analisado. Mutantes 

que não cresceram ou que foram prejudicados na formação da colônia foram 

selecionados por apresentar fenótipo sensível ao metal. Na análise dos 

resultados, os mutantes foram classificados visualmente em: “zero” (0) – sem 

crescimento, “um” (1) – pouco crescimento, “dois” (2) – crescimento mediano e 

“três” (3) – crescimento normal, este último usado como controle.  

Os mutantes classificados como “zero” foram testados novamente para 

confirmação do fenótipo. As condições foram as mesmas descritas acima, com 

exceção de que estes mutantes foram carimbados em concentração celular 

conhecida (109 células.ml-1) nos respectivos meios de cultivo. Outra modificação 

foi que nesta etapa as concentrações de CdCl2 (0,25 mM) e CoCl2.6H2O (5 mM) 

foram reduzidas. A concentração de ZnCl2 (2 mM) permaneceu igual. Somente 

mutantes classificados inicialmente como “zero”, que confirmaram o fenótipo de 

sensibilidade na segunda etapa de seleção, seguiram para análise molecular. 

 

3.4. Isolamento de DNA e Southern blotting dos mutantes 

 

Estes ensaios foram realizados de acordo com o tópico 3.5 do Capítulo 2.  

 

3.5. Identificação do sítio de inserção do transposon Tn5 

 

Estes ensaios foram realizados de acordo com o tópico 3.6 do Capítulo 2.  
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4. Resultados 

 

4.1. Seleção de mutantes sensíveis a metal 

 

 A partir dos dados obtidos nos ensaios de Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) relatados no Capítulo 2, foram determinadas as concentrações de cádmio, 

cobalto e zinco para seleção de mutantes defectivos envolvidos na resistência a 

metal em G. diazotrophicus PAl 5. O critério adotado foi utilizar a concentração do 

metal capaz de influenciar minimanente o crescimento da bactéria selvagem, 

permitindo que mutantes parcialmente afetados também fossem detectados. 

Deste modo, foram utilizados 0,5 mM de CdCl2.H2O, 10 mM de CoCl2.6H2O e 2 

mM de ZnCl2.  

 Entre os 2.554 mutantes testados foram identificados inicialmente 134 

sensíveis, afetados em relação ao crescimento pela presença de pelo menos um 

dos metais utilizados. Na Figura 1 observa-se que cádmio afetou o maior número 

de mutantes, seguido por cobalto e zinco. Observa-se ainda, que 63 mutantes 

foram selecionados para mais de um metal, sugerindo vias comuns de respostas.  

 

 

 

Figura 1: Número total e porcentagem de mutantes sensíveis a cádmio (Cd), cobalto 
(Co) e zinco (Zn). O tamanho do círculo é proporcinal ao número de mutantes afetados 
para cada metal 
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Durante esta seleção inicial, os mutantes defectivos foram classificados 

como “zero”, para aqueles que não apresentaram crescimento na presença do 

metal, “um”, para mutantes que apresentaram pouco crescimento, e “dois”, para 

mutantes pouco afetados de acordo com o crescimento observado (Tab. 1). Como 

o número total de mutantes sensíveis foi elevado, as próximas etapas de análise 

foram conduzidas somente com aqueles mutantes mais afetados (grupo “zero”). 

Todos os mutantes selecionados que obtiveram classificação igual a “zero”, 

correspondente a ausência de crescimento, foram reavaliados para confirmação 

do fenótipo de sensibilidade em uma segunda etapa de seleção. Nesta segunda 

etapa, um total de 40 mutantes foi checado. Apesar do total de 55 mutantes “zero” 

somando-se os três estresses apresentados na Tabela 1, houve mutantes 

selecionados como “zero” para mais de um metal. 

 

 

Tabela 1: Total de mutantes selecionados quanto à sensibilidade a cádmio, cobalto e 
zinco, divididos de acordo com a classificação que obtiveram em relação ao crescimento 
das colônias na presença dos metais referidos. 

Mutantes afetados Classificação 

Cádmio: 97 

Zero:27 

Um: 39 

Dois: 31 

Cobalto: 74 

Zero: 18 

Um: 30 

Dois: 26 

Zinco: 45 

Zero: 10 

Um: 18 

Dois: 17 

         Zero: sem crescimento 
         Um: muito pouco crescimento 
         Dois: crescimento mediano 
 

 

 Nesta etapa de confirmação dos mutantes, as concentrações de cádmio e 

cobalto foram reduzidas pela metade, ou seja, 0,25 mM e 5 mM, respectivamente. 

Para zinco, foi mantido 2 mM. Isto foi realizado novamente para garantir que 

mutantes afetados para o crescimento não fossem selecionados. Ao final desta 

etapa, dentre os 40 mutantes testados, 19 confirmaram o fenótipo de 

sensibilidade para pelo menos um dos metais avaliados (Fig. 2). No entanto, a 

ausência de crescimento não se manteve para todos. Alguns se mostraram 
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capazes de crescer, todavia sofreram efeito mais pronunciado do metal que a 

estirpe selvagem.  

 

 

 

Figura 2: Mutantes de Gluconacetobacter diazotrophicus sensíveis a metais. À esquerda: 
identificação dos mutantes. À direita: genes afetados.  
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4.2. Análise de sequência dos mutantes selecionados 

 

O número de inserções do transposon no cromossomo dos mutantes 

selecionados foi analisado através de ensaio de Southern Blotting, que utilizou a 

sequência do transposon como sonda. A presença de uma banda única foi 

verificada para todos os mutantes avaliados. Quanto à estirpe selvagem, 

nenhuma banda foi identificada após hibridação (dados não mostrados). 

Visando a identificação do gene interrompido pela inserção do transposon 

em cada mutante, buscou-se realizar a clonagem da região genômica na qual tal 

inserção ocorreu seguida do sequenciamento das regiões flanqueadoras 

adjacentes a este sítio. A identidade do gene interrompido em cada mutante foi 

avaliada para ambas as regiões flanqueadoras do ponto de inserção do 

transposon (Fig. 2 e Tab. 2). As sequências de nucleotídeos dos sítios alvos 

foram diferentes entre os 19 mutantes analisados. O conteúdo A + T variou de 0,0 

a 55,5 % com média dos valores encontrados de 33,3 %. Estes dados indicam 

que a inserção do transposon ocorreu aleatoriamente no genoma de G. 

diazotrophicus PAl 5 (Tab. 2). 

Na análise de sequência dos mutantes, optou-se por organizar os genes 

alterados em três categorias: transportadores de efluxo, proteínas envolvidas na 

resposta oxidativa e proteínas hipotéticas. O primeiro grupo compreende seis 

mutantes, sendo quatro deles afetados para todos os metais testados: cádmio, 

cobalto e zinco. Eles não cresceram na presença de nenhum dos três metais. 

Três mutantes foram afetados no mesmo gene czcA, em diferentes pontos de 

inserção. O quarto foi alterado no gene czcC. ZitB e fieF, os outros dois genes 

mutados codificam transportadores possivelmente mais específicos quanto aos 

metais alvos. Já o mutante afetado na proteína ZitB foi selecionado na presença 

de cobalto e zinco, enquanto FieF foi identificado somente no estresse mediado 

por zinco. 
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Tabela 2: Caracterização da inserção de Tn5 nos mutantes de Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 sensíveis a metais. 

Mutante Sensibilidade Sítio alvo A + T ID do gene Gene Função / Enzima 

GDP6B10 Cd (0), Co (0), Zn (0) CTCCAGGAC 33,3 5789610 czcA Bomba de efluxo de metal pesado 

GDP15G12 Cd (0), Co (0), Zn (0) GTGTCGCCG 22,2 5789610 czcA Bomba de efluxo de metal pesado 

GDP17A4 Cd (0), Co (0), Zn (0) GTTGACGCG 33,3 5789610 czcA Bomba de efluxo de metal pesado 

GDP15H6 Cd (0), Co (0), Zn (0) GGGCATGAA 44,4 5789612 czcC Bomba de efluxo de metal pesado 

GDP26F1 Co (1), Zn (1) GCGCAGCAC 22,2 5789011 zitB Transportador de efluxo de Zn 

GDP2E5 Co (2) ATTCCGATG 55,5 5789012 fieF Bomba de efluxo de ferro 

GDP25B2 Cd (1), Co (1), Zn (0) GTCATGGCT 44,4 5789380 mntH Transportador de influxo de manganês 

GDP27G12 Cd (1), Co (1), Zn (0) CTCCAGGAC 33,3 5788946 ggt Gama-glutamiltranspeptidase 

GDP7D3 Cd (1), Co (1) ACCTCCACC 33,3 5790924 metH Metionina sintase 

GDP17C2 Cd (1), Co (1) GGGTCGAAG 33,3 5790924 metH Metionina sintase 

GDP3D8 Co (0) GACTGGTAC 55,5 5790019 ssuC Transportador glicina-betaína 

GDP2C1 Cd (0) CGCGCGGG 0,0 5792460 gshB Glutationa sintetase 

GDP2A12 Zn (1) TTTCCCGCT 44,4 5792167 aldA Aldeído desidrogenase A 

GDP21A1 Cd (1) CTGCAGTTC 44,4 5788852 zwf Glicose-6-fosfato desidrogenase 

GDP3F10 Co (2) GCTGAACGG 33,3 5790477 adeC Adenina deaminase 

GDP6F4 Co (2) GGCCCGGGC 0,0 5790846 glnE Glutamato-amônia-ligase adenililtransferase 

GDP26A3 Co (2) GACCTGTTT 55,5 5792509 frr Fator de reciclagem do ribossomo 

GDP25H7 Cd (1), Co (1), Zn (1) GGCCGAGGC 11,1 5792535 GDI_2176 ATPase predita 

GDP14E7 Cd (0), Co (1) GGTCTGGAG 33,3 5790233 GDI_2608 Desconhecida 



CAPÍTULO 3 
_________________________________________________________________ 

85 
 

A segunda categoria corresponde aos genes envolvidos na resposta ao 

estresse oxidativo, que é uma resposta secundária desencadeada por estresses 

em geral. Nestas situações, as espécies reativas de oxigênio (EROs) são 

produzidas em grande quantidade, o que faz com que a célula ative um 

mecanismo protetor para minimizar os danos causados por estas moléculas. 

Foram obtidos 11 mutantes afetados para dez genes diferentes. Dentre os três 

grupos gênicos encontrados durante o sequenciamento dos mutantes sensíveis a 

metal, este possui o maior número de representantes. Mais da metade dos 

mutantes selecionados estão organizados neste grupo, o que revela a importância 

desta resposta no mecanismo de resistência a metal nessa bactéria.  

O terceiro grupo é formado por duas proteínas hipotéticas, ainda sem 

função determinada. É possível que GDI_2176 atue como uma ATPase, já que 

possui domínio AAA, comumente encontrado neste tipo de proteína.  

Entre os 19 mutantes caracterizados foram encontrados 16 genes 

defectivos. Destes genes, somente três não foram ativados em resposta a 

cobalto. Com isso, 81,25 % dos genes encontrados no estudo são importantes na 

resposta mediada por cobalto, sendo quatro essenciais (na sua ausência, a 

bactéria foi incapaz de crescer na presença do metal) e cinco ativados 

exclusivamente. É interessante observar que somente cobalto apresentou 

mutantes com crescimento mediano. O estresse com cádmio permitiu identificar 

nove genes envolvidos na resistência, o que corresponde a 56,25 % do total de 

clones sequenciados. Foram encontrados dois genes exclusivamente 

relacionados à resistência e cinco genes essenciais. Quanto ao zinco, foram 

identificados sete genes (43,75 %), mas somente um deles foi exclusivamente 

identificado para este metal e três foram essenciais para a tolerância. Deste 

modo, sugere-se que a resposta da bactéria é peculiar para cada metal, embora 

vários componentes possuam papel na resposta comum aos três metais. No caso 

de cobalto, um grande número de genes é importante para a resistência. 

Possivelmente, diferentes vias participam da resposta, que é governada por 

vários genes (Fig. 1 e Tab. 2). Já para cádmio, apesar de um grupo ainda grande 

de genes participar da resistência (Fig. 1), o número de genes essenciais para a 

resistência é superior em comparação a cobalto e devem apresentar funções 

mais especializadas na resposta (Tab. 2). Com relação a zinco, um número 

menor de mutantes foi observado (Fig 1.), mas proporcionalmente o número de 
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genes determinantes para a resistência é próximo do que foi observado para 

cádmio (Tab. 2).  

O mutante GDP30H3, alterado no gene czcA, também estava entre os 

mutantes selecionados. No entanto, por já ter sido caracterizado no capítulo 

anterior, não foi abordado novamente. 
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5. Discussão 

 

O estudo dos mecanismos de resistência a cádmio, cobalto e zinco em G. 

diazotrophicus PAl 5 revelou o envolvimento de um grande número de genes 

relevantes para esta característica. Dentre eles, muitas codificam proteínas 

envolvidas na resposta oxidativa, ainda não caracterizada nesta bactéria. 

Também foram encontrados genes de transportadores de efluxo de metal, 

evidenciando mais uma vez o papel do determinante czc apontado como o maior 

responsável pela característica de resistência (Intorne et al. 2012). 

Adicionalmente, foram identificados genes de proteínas hipotéticas, sugerindo a 

existência de novas vias de resistência, ainda não caracterizadas em outros 

organismos. 

 Na célula microbiana, os metais absorvidos se ligam aos componentes do 

citoplasma e periplasma e são exportados pelos sistemas de efluxo. No entanto, 

os sistemas de efluxo não são capazes de alcançar todos os cátions metálicos do 

citoplasma, porque muitos destes íons já se encontram ligados. Assim, há um 

processo de particionamento entre sítios citoplasmático de ligação de metal e os 

sítios de ligação do substrato das proteínas de efluxo. Tanto o particionamento, 

quanto a ligação citoplasmática são pouco conhecidos (Helbig et al., 2008). 

 O gene gshB, alterado no mutante GDP2C1 sensível ao cádmio, codifica a 

enzima glutationa sintetase (GS), que é responsável pela formação de glutationa 

(GSH) (Fig. 3A). Este peptídeo intracelular possui diversas funções, incluindo 

detoxificação e defesa antioxidante (Lu, 2000; Masip, 2006). Em muitos 

eucariotos, esta molécula é um importante fator de ligação na homeostase de 

metais de transição. Esta apreensão de cátions metálicos e seu consecutivo 

transporte para o vacúolo é a principal rota de detoxificação de metais. Contudo, 

em procariotos, há poucos trabalhos descrevendo a participação desta proteína 

em tais vias (Helbig et al., 2008). GSH influencia a resistência a arsenito, mercúrio 

(Latinwo et al., 1998), cobre, cromo, zinco e cádmio em E. coli (Helbig et al., 

2008). Há relatos da sua ação detoxificante na apreensão de cádmio em 

Rhizobium leguminosarum (Figueira et al., 2005; Lima et al., 2006). Os mutantes 

GDP6F4 e GDP27G12 reafirmam o envolvimento de GSH na resistência aos 

metais testados, pois eles foram afetados em genes que participam da síntese e 

degradação deste peptídeo, respectivamente. GDP6F4 foi alterado no gene que 
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codifica glutamato-amônia-ligase adenililtransferase (GlnE). Tal enzima participa 

na via de síntese de glutamato, que é um aminoácido precursor de GSH, 

regulando a transcrição de glutamina sintetase (Fig. 3). Já GDP27G12 foi alterado 

no gene ggt, que codifica uma glicoproteína de superfície celular, chamada gama-

glutamiltranspeptidase (GGT). GSH e seus compostos conjugados são o 

substrato fisiológico mais abundante de GGT (Hanigan, 1998) (Fig. 3A). GGT 

pode contribuir para o metabolismo de xenobióticos através do processamento do 

seqüestro e posterior metabolização de conjugados de glutationa, mediando a 

detoxificação do organismo (Ohkama-Ohtsu et al., 2007). No entanto, é preciso 

destacar, em sua maioria, os trabalhos que caracterizam a participação de tais 

proteínas foram realizados em plantas e animais, sendo pouca informação 

encontrada e relacionada em bactéria. 

 

 

 

Figura 3: Biossíntese de glutationa. (A) Via metabólica de síntese de glutationa. (B) 
Produção de glutamato. Em cinza: pontos da via afetados neste estudo. Letras cinzas 
correspondem as enzimas: GGT: gama-glutamiltranspeptidase, GS: glutationa sintetase, 
e GlnE: glutamato-amônia-ligase adenililtransferase. Caixas cinzas pontilhadas 
correspondem aos compostos envolvidos na resposta a metal pesado em 
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5.  

 

 

Outra via relevante para a resistência a cádmio, cobalto e zinco em G. 

diazotrophicus PAl 5 envolve o metabolismo de metionina, um aminoácido que 

possui grupamento tiol, precursor do peptídeo GSH (Fig. 3A). Os tióis são uma 

classe de derivados orgânicos, caracterizados pela presença de grupamentos 
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sulfidril reativos. Esta classe inclui GSH e metionina como tióis de baixo peso 

molecular. Nos sistemas biológicos, os tióis têm numerosas funções, incluindo 

papel central na defesa antioxidante (Dalle-Donne et al., 2009). Devido a 

presença do grupamento tiol, metionina e GSH reagem rapidamente que as 

EROs, tendo um efeito protetor durante o estresse oxidativo. GDP7D3 e 

GDP17C2 foram afetados no gene que codifica metionina sintase (MS), o que 

levou ao fenótipo de sensibilidade aos metais. Esta enzima catalisa a síntese 

deste aminoácido, realizando a metilação da molécula (Fig. 4A). O influxo de 

glicina-betaína pelo transportador codificado por ssuC, gene alterado no mutante 

GDP3D8, também está relacionado a síntese de metionina (Fig. 4A). Glicina-

betaína é um doador de radical metil, que atua do mesmo modo que MS, doando 

o grupamento metil para a formação do aminoácido (Fig. 4B). No presente estudo, 

a ativação destes genes revela o envolvimento da via de síntese de metionina na 

resistência a metais em G. diazotrophicus PAl 5.  

 

 

 

Figura 4: Biossíntese de metionina. (A) Via metabólica de síntese de metionina. (B) 
Produção de metionina a partir de homocisteína mais grupamento metil doado por glicina-
betaína. Em cinza: pontos da via afetados neste estudo. Letras cinzas correspondem aos 
grupamentos metil e a enzima metionina sintase (MS). Caixas cinzas pontilhadas 
correspondem aos compostos envolvidos na resposta a metal pesado em 
Gluconacetobacter diazotrophicus PAl 5. 

 

 

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), alterada no mutante 

GDP21A1, também é induzida por estresse oxidativo. Esta enzima atua 

aumentando o poder redutor da célula na forma de NADPH, o que minimiza o 

ambiente oxidativo causado pelo excesso de metal, que desencadeou a produção 

exacerbada de EROs (Pomposiello et al., 2000) (Fig. 5). É possível que o mesmo 
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papel seja desempenhado pela enzima aldeído desidrogenase, cujo gene foi 

afetado no mutante GDP2A12.  

O influxo de manganês é outro mecanismo utilizado para conter o estresse 

oxidativo causado pelo excesso de metal nesta bactéria. O GDP25B2, afetado no 

gene mntH, que codifica um transportador de influxo de manganês, apresentou 

sensibilidade para aos três metais avaliados. Isto ocorre porque manganês pode 

quimicamente reduzir EROs, sem a necessidade de uma enzima (Imlay, 2008) 

(Fig. 5B). O suplemento de manganês em meio de cultura de mutantes defectivos 

para a enzima superóxido dismutase diminui ou erradica o fenótipo de 

sensibilidade observado em E. coli, Bacillus subtilis e Sacharomycces cerevisiae 

(Inaoka et al., 1999; Al-Maghrebi et al., 2002; Sanchez et al., 2005).  

 

 

 

Figura 5: Redução de espécies reativas de oxigênio. (A) Formação de poder redutor 
(NADPH) a partir da ação de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). (B) Através de 
ação enzimática, NADPH media a redução de glutationa, que atua reduzindo as espécies 
reativas de oxigênio. Manganês (Mn) é capaz de realizar esta redução de forma 
independente de enzimas. Em cinza: pontos da via afetados neste estudo.  

 

 

As outras duas proteínas associadas à resposta oxidativa, codificadas por 

genes afetados nos mutantes selecionados são adenina deaminase (mutante 

GDP3F10) e fator de reciclagem do ribossomo (mutante GDP26A3). 

Possivelmente, o envolvimento destas proteínas ocorre para reparar o dano 

causado pelo metal na molécula de DNA e na síntese proteica, respectivamente. 

A participação destas proteínas na resistência a metais em bactérias ainda não 

havia sido relatada, até o presente trabalho. 

A identificação de transportadores de efluxo é um resultado esperado, pois 

em um estudo anterior com a bactéria G. diazotrophicus PAl 5 é relatado o papel 
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fundamental do determinante czc na resistência aos metais cádmio, cobalto e 

zinco (Intorne et al., 2012). Neste sentido, o mutante encontrado com alteração no 

gene czcC, GDP15H6, complementa a informação já observada para czcA, sobre 

a relevância deste complexo protéico para a resistência. Estes transportadores 

são bombas transenvelope de bactérias Gram-negativas formadas por três 

componentes, que atuam como antiportes quimiosmóticos (Leedjärv et al., 2008). 

Quanto a não detecção de czcB, acredita-se que como a biblioteca é composta 

por cerca de 2.500 mutantes e não cobre totalmente o genoma de G. 

diazotrophicus, ou seja, os 4.000 possíveis genes (Bertalan et al., 2009), 

realmente não se tenha obtido este mutante no desenvolvimento desta biblioteca 

(Intorne et al., 2009). 

Somado a czcA e czcC, foram encontrados outros dois transportadores de 

efluxo de cátions, zitB e fieF, que estão organizados lado-a-lado no genoma de G. 

diazotrophicus PAl 5. ZitB é um antiporte, que catalisa a troca de Zn2+ ou Cd2+ por 

H+, pertencente à uma extensa família de Facilitadores da Difusão de Cátions 

(CDF), que abrange transportadores encontrados em procariotos e eucariotos. 

Eles estão usualmente envolvidos no transporte de zinco e outros cátions 

divalentes, cruzando a membrana citoplasmática ou de organelas num movimento 

de efluxo (Paulsen e Saier, 1997; Lee et al., 2002). A expressão de ZitB em E. coli 

é induzida por zinco e sua deleção resulta em hipersensibilidade ao metal (Grass 

et al., 2001).  

 O último grupo de genes identificados codifica duas proteínas hipotéticas. 

Neste sentido, é válido destacar que o gene afetado no mutante GDP25H7 

codifica uma proteína predita como ATPase, quando sua sequência é comparada 

em banco de dados. ATPases estão envolvidas no efluxo de metal pesado, 

ajudando na detoxificação celular (Agranoff e Krishna, 2004). Até o presente, os 

três principais mecanismos de efluxo de metais pesados conhecidos são: 

transportadores da família CDF, que atuam como trocadores quimiosmóticos íon-

prótons; transportadores CBA, que atuam como antiportes formados por um 

complexo de proteínas que atravessa a célula, do citoplasma até seu exterior; e 

ATPases, que usam a energia do ATP para bombear íons para fora do citoplasma 

(Leedjärv et al., 2008). Na Figura 6, tem-se um modelo de como estes 

mecanismos de resistência poderiam atuar na detoxificação celular de cátions 

bivalentes em G. diazotrophicus.  
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Figura 6: Interação de proteínas de efluxo de metal de diferentes famílias na 
detoxificação celular. Altos níveis de resistência a metais são alcançados através da 
interação de ao menos três famílias de transportadores de efluxo de metais, em um 
processo composto por duas etapas. As proteínas facilitadoras da difusão de cátion 
(CDF) translocam o substrato cruzando a membrana citoplasmática para o periplasma 
utilizando a entrada de prótons para o citoplasma como força motriz. Igualmente, 
ATPases tipo P transportam cátions metálicos através da hidrólise de ATP do citoplasma 
para o periplasma. Então, o complexo de efluxo HME-RND acopla o antiporte de prótons 
com o efluxo de cátions periplasmáticos para o lado de fora da célula. Pequenos círculos: 
metais divalentes. Adaptado de Haney et al. ( 2005). 
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6. Conclusão 

 

 A partir dos dados obtidos, o presente trabalho permite concluir que: 

- Os mecanismos de resistência a cádmio, cobalto e zinco em G. diazotrophicus 

PAl 5 foram caracerizados; 

- A detoxificação mediada por GSH, dentre outras respostas correlatas, revelaram 

o envolvimento de respostas antioxidantes; 

- Observou-se também um sistema de efluxo eficiente, típico de bactérias 

resistentes a metais pesados; 

- O conjunto destes genes desempenha papel fundamental na homeostase celular 

da bactéria G. diazotrophicus PAl 5, viabilizando sua sobrevivência na presença 

de metal. 
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2. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

No estudo de revisão bibliográfica realizado no presente trabalho foi 

verificada a escassez de dados quanto ao potencial biotecnológico da bactéria 

voltado para aplicação industrial. Apesar disto, conclui-se que G. diazotrophicus 

PAl 5 é um organismo muito promissor para uso tanto na agricultura, quanto na 

indústria, devendo ser melhor explorado. Isto é facilitado pela disponibilidade do 

sequenciamento do genoma desta bactéria. 

G. diazotrophicus PAl 5 é resistente a elevadas concentraçães de cádmio, 

cobalto e zinco. Os mecanismos envolvidos na resistência aos metais foram 

caracterizados. Um sistema de efluxo eficiente, típico de bactérias resistentes a 

metais pesados permite o crescimento da bactéria em tais condições. Foi 

identificado que a proteína CzcA é essencial para a resistência a Cd, Co e Zn, 

revelando o papel do operon czc em G. diazotrophicus PAl 5. A detoxificação 

mediada por GSH, a ação de transportadores de influxo de manganês, dentre 

outras respostas, revelam também a participação de mecanismos de defesa 

antioxidante na resistência a metais nesta bactéria.  

Com isso, o trabalho fornece possibilidades para estudos da importância 

dos mecanismos de resistência na colonização de plantas pela bactéria e na 

tolerância de plantas colonizadas a metal pesado presente no solo. Torna-se 

interessante avaliar a performance desta bactéria promotora do crescimento 

vegetal na interação com plantas hospedeiras em estudos de fitorremediação. 

Considera-se válido avaliar a resistência a outros metais pesados como 

cobre, já que a bactéria possui genes envolvidos na resposta a este metal. É 

necessário ainda realizar ensaios bioquímicos e fisiológicos com os mutantes 

apresentados no Capítulo 3 para um melhor entendimento das vias metabólicas, 

pois as atuais análises referem-se apenas a dados in silico.  
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