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RESUMO 

SOUZA, SUZANE ARIÁDINA; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 
Ribeiro; Setembro, 2015; O papel das vias de PQQ em Gluconacetobacter 
diazotrophicus na tolerância a estresses ambientais e na promoção do 
crescimento vegetal. Orientador: Gonçalo Apolinário de Souza Filho; 
Coorientadora: Aline Chaves Intorne; Conselheiros: Rosana Rodrigues e Eliemar 
Campostrini. 

 

O aumento no uso de fertilizantes químicos na agricultura tem causado sérios 

danos ao meio ambiente e elevado os custos de produção. Assim, o uso de 

bactérias promotoras de crescimento surge como alternativa para minimizar esses 

problemas. Gluconacetobacter diazotrophicus é classificada como uma bactéria 

promotora do crescimento vegetal. Além de atuar em vários processos envolvidos 

na promoção do crescimento de plantas, esta bactéria produz a molécula 

pirroloquinolina quinona (PQQ), que atua em diferentes processos fisiológicos e 

bioquímicos em animais, bactérias e plantas. Porém, a atuação desta molécula no 

processo de promoção do crescimento vegetal foi pouco explorada até o 

momento. Diante disso, o presente trabalho objetivou entender o papel da via de 

biossíntese e transporte de PQQ na tolerância de G. diazotrophicus a estresses 

ambientais e na sua capacidade de interação com plantas. No capítulo 1, foi 

avaliado a importância dos genes da via de biossíntese e transporte de PQQ na 

tolerância de G. diazotrophicus a estresses ambientais, bem como na capacidade 

da bactéria em colonizar plantas e promover o crescimento vegetal. Para isso, 

mutantes bacterianos defectivos para os genes pqqB, pqqC, pqqE e gdhA foram 
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comparados à linhagem selvagem na presença de diferentes estressores. 

▲gdhA, ▲pqqC e▲pqqE apresentaram aumento na sensibilidade aos metais 

pesados zinco, cobalto e cádmio. Já o mutante▲pqqB apresentou diminuição da 

sensibilidade aos referidos metais. Quando estresses oxidativos, osmóticos e 

salinos foram testados, observou-se que ▲pqqB é mais sensível a elevadas 

concentrações de Na2SO4 e sacarose, enquanto ▲pqqC apresenta maior 

sensibilidade a peg e Na2SO4. O mutante ▲pqqE apresentou maior sensibilidade 

a paraquat, peg e Na2SO4. Adicionalmente, observou-se que a molécula PQQ 

participa do processo de fixação biológica de nitrogênio, já que os mutantes 

▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE perdem a capacidade de fixar nitrogênio. 

Interessantemente, os mutantes testados não foram capazes de promover o 

crescimento de Arabidopsis thaliana, diferentemente da bactéria selvagem, 

sugerindo que PQQ é uma molécula promotora do crescimento vegetal. No 

capítulo 2, foi analisado o efeito da molécula PQQ na promoção do crescimento 

vegetal, quando fornecida exogenamente. A adição de PQQ sintético a plântulas 

de A. thaliana, cultivadas in vitro, resultou no maior crescimento vegetal. Análises 

proteômicas identificaram 193 proteínas reprimidas e 182 induzidas pelo 

tratamento com a molécula PQQ sintética. Ao analisar o efeito de PQQ no 

crescimento de diferentes mutantes de A. thaliana, observou-se que os mutantes 

para via de ácido salicílico não apresentaram promoção do crescimento, 

indicando que a via desse hormônio participa da regulação da resposta ao PQQ 

em A. thaliana. Portanto, este trabalhou revelou que PQQ é uma molécula 

essencial para a tolerância a estresses ambientais em G. diazotrophicus, bem 

como para interação entre bactéria-planta. O efeito de PQQ sobre o 

desenvolvimento vegetal corrobora a hipótese de que tal molécula seja um fator 

de promoção do crescimento vegetal.  

 

Palavras-chave: bactérias endofíticas, PQQ, estresses abióticos, antioxidante, A. 

thaliana. 
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ABSTRACT 

SOUZA, Suzane Ariádina; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 
Ribeiro; september, 2015; Role of PQQ pathway in Gluconacetobacter 
diazotrophicus tolerance to environmental stresses and to promote plant growth. 
Advisor: Gonçalo Apolinário de Souza Filho; Co-advisor:Aline Chaves Intorne; 
Counselors: Rosana Rodrigues and Eliemar Campostrini. 
 

The largely use of chemical fertilizers in agriculture has caused serious damage to 

the environment and also high production costs. For this reason, use of plant 

growth promoting bacteria is an alternative to minimize these problems. 

Gluconacetobacter diazotrophicus is a bacteria classified as a plant growth 

promoter. Besides acting in various processes involved in plant growth promotion, 

this bacterium produces pyrroloquinoline quinone molecule (PQQ). PQQ acts in 

different physiological and biochemical processes in animals, bacteria and plants. 

However, the role of this molecule in plant growth promotion process has been 

little explored until nowadays. Therefore, the purpose of this study was to 

understand the PQQ biosynthesis pathway and transport in G. diazotrophicus 

tolerance to environmental stresses and their ability to interact with plants. In 

Chapter 1, the importance of genes involved in the biosynthesis pathway and 

transport of PQQ in G. diazotrophicus tolerance to environmental stresses, as well 

as in the bacteria's ability to colonize plants and promote plant growth was 

evaluated. To further analyze that, bacterial mutants defective in pqqB, pqqC, 

pqqE and gdhA genes were compared to wild type in the presence of different 

stressors. ▲ gdhA, ▲ pqqC and ▲ pqqE showed increased sensitivity to the 



 

xi 

following heavy metals: zinc, cobalt and cadmium. On the other hand, ▲ pqqB 

mutant exhibited reduced sensitivity to these metals. When oxidative, osmotic and 

salt stresses were tested, it was observed that ▲ pqqB is more sensitive to high 

concentrations of Na2SO4 and sucrose while ▲ pqqC shows higher sensitivity to 

PEG and Na2SO4. The ▲ pqqE mutant showed higher sensitivity to paraquat, 

PEG and Na2SO4. Additionally, it was observed that the PQQ molecule 

participates in the biological nitrogen fixation process, once the mutants ▲ pqqB, 

▲ pqqC and ▲ pqqE lose the ability to fix nitrogen. Interestingly, mutants tested 

were not able to promote growth in Arabidopsis thaliana unlikely wild type bacteria, 

suggesting that PQQ is a plant growth promoter molecule. In Chapter 2, the effect 

of PQQ molecule in promoting plant growth, when supplied exogenously, was 

analyzed. The addition of synthetic PQQ in A. thaliana seedlings, grown in vitro, 

resulted in the increase of plant growth. Proteomic analyzes identified 193 proteins 

repressed and 182 induced by treatment with the synthetic molecule PQQ. To 

analyze the effect of PQQ in the growth of different mutants of A. thaliana, it was 

observed that mutants from salicylic acid pathway showed no growth promotion, 

indicating that this hormone pathway participates in the response of regulation at 

the PQQ in A. thaliana. Therefore, this work has revealed that PQQ is a key 

molecule for tolerance to environmental stresses in G. diazotrophicus, as well as 

interaction between bacteria-plant. The PQQ effect on plant growth corroborates 

the hypothesis that this molecule is a factor of plant growth promotion. 

 

 

Keywords: endophytic bacteria, PQQ, abiotic stress, antioxidant, A. thaliana. 
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1. INTRODUÇÃO 

A agricultura mundial consome cerca de 170 milhões de toneladas/ano de 

fertilizantes químicos anualmente (IFA, 2014). Nas últimas décadas, tem crescido 

o uso de fertilizantes químicos, ao passo que os biofertilizantes têm sido 

negligenciados (Sabier Sae et al., 2015). Sabe-se que a aplicação destes 

produtos aumenta os custos de produção, prejudica os solos e ainda tem efeitos 

prejudiciais à saúde e ao meio ambiente (Williams, 2010). Uma alternativa que 

tem surgido para amenizar tais danos é o uso de bactérias promotoras do 

crescimento vegetal na agricultura, PGPB, do inglês Plant Growth Promoting 

Bacteria.  

As bactérias promotoras do crescimento vegetal favorecem o 

desenvolvimento das plantas por meio de diferentes mecanismos, destacando-se 

a produção de fitormônios, fixação biológica de nitrogênio, solubilização de 

nutrientes e controle biológico (Lugtenberg e Kamilova, 2009). Uma característica 

interessante identificada em algumas destas bactérias é a capacidade de tolerar 

estresses abióticos e bióticos. Tal capacidade é de fundamental importância 

durante a associação com plantas em condições de estresse, uma vez que nessa 

situação a promoção do crescimento vegetal é mantida e favorecida  ainda mais 

(Choudhary et al., 2015). 

Entre as bactérias tolerantes a estresses ambientais, Gluconacetobacter 

diazotrophicus tem se destacado por apresentar tolerância a sulfato de sódio, 

sacarose, seca, altas temperaturas e a metais (Intorne et al., 2012; Stephan et al., 
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1991; Tejera et al., 2003). Além disso, esta bactéria é identificada como 

promotora do crescimento vegetal (Saravanan et al., 2008). Essa característica, 

tanto em G. diazotrophicus, como em outras bactérias, pode ser resultado da 

produção de compostos benéficios às plantas, como a molécula pirroloquilolina 

quinona (PQQ). 

PQQ é uma quinona aromática, que atua como cofator redox para 

diferentes desidrogenases bacterianas (Stites et al., 2000). Esta molécula 

participa de diferentes processos fisiológicos e bioquímicos em animais, bactérias 

e plantas. Além disso, promove benefícios na tolerância a estresses oxidativos 

(Misra et al., 2012) e mais recentemente foi descrita  sua função como promotora 

do crescimento vegetal (Choi et al., 2008). Sabe-se que a única fonte de PQQ são 

os micro-organismos, mas sua presença foi descrita em alimentos como batata, 

banana, tomate, maça, entre outros (Kumazawa et al., 1995; Mitchell et al., 1999; 

Noji et al., 2007).  

O processo de biossíntese de PQQ em bactérias ainda não está 

totalmente elucidado. A maioria das bactérias que sintetizam PQQ possuem entre 

4 e 7 genes (pqqABCDEF/G), que estão organizados em operon. Em G. 

diazotrophicus, foram identificados cinco genes participantes da via de 

biossíntese de PQQ, além disso, foi mostrada a importância dessa molécula para 

o processo de solubilização de zinco e fósforo (Intorne et al., 2009). 

A atuação de PQQ no processo de promoção do crescimento em plantas 

foi pouco explorada até o momento. Acredita-se que essa capacidade resulte da 

sua atividade antioxidante (Choi et al., 2008). Além disso, já foi descrita a 

participação desta molécula em processos de solubilização de fosfato (Cheng et 

al, 2015), na produção de substâncias antimicrobianas e no controle de 

fitopatógenos (GUO et al., 2009). Porém, pouco se conhece sobre os fatores 

envolvidos na ação dessa molécula como promotora do crescimento vegetal. Até 

o momento, poucos estudos avaliaram a importância de PQQ na tolerância a 

estresses abióticos, na interação planta-bactéria e nos mecanismos moleculares e 

genéticos relacionados com a capacidade de promoção do crescimento vegetal. 

Um modelo interessante para o estudo do efeito de PQQ na promoção do 

crescimento é Arabidopsis thaliana, por apresentar ciclo de vida curto, genoma 

pequeno, fácil cultivo e disponibilidade de um vasto número de mutantes que 

permitem estudos de diferentes naturezas (Carneiroet al., 2015). Assim, essa 
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planta surge como uma ferramenta promissora de modelo para estudos de 

aspectos fundamentais envolvidos com o desenvolvimento vegetal, tais como 

crescimento de raízes, ação hormonal e vias de sinalização em resposta a 

condições ambientais. 
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2. OBJETIVOS 

 
 
 
 
2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a importância das vias de biossíntese e transporte de PQQ na 

tolerância a estresses ambientais em Gluconacetobacter diazotrophicus e na 

promoção do crescimento em plantas de Arabidopsis thaliana. 

 

2.2 Objetivos específicos 

� Avaliar o perfil de crescimento da bactéria selvagem e dos mutantes de 

inserção defectivos para os genes gdha, pqqB, pqqC e pqqE. 

� Determinar as concentrações mínimas de agentes estressantes como 

metais pesados (cádmio, cobalto e zinco), paraquat, NaCl, Na2SO4, peg 

400 e sacarose que afetam o crescimento de G. diazotrophicus  

� Estudar o papel dos genes pqqB, pqqC e pqqE da via de biossíntese de 

PQQ e do gene gdha na tolerância da bactéria a diferentes estresses 

ambientais. 

� Avaliar a importância dos genes pqqB, pqqC e pqqE da via de produção e 

transporte de PQQ e do gene gdha na fixação biológica de nitrogênio. 

� Avaliar a importância da via de produção e transporte de PQQ na tolerância 

à temperatura e a peróxido de hidrogênio pela análise dos mutantes 

▲gdhA, ▲PQQB, ▲PQQC e ▲ PQQE. 
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� Estudar o papel da molécula PQQ na promoção do crescimento vegetal, 

pela inoculação dos mutantes defectivos em plantas de A. thaliana. 

� Avaliar o efeito da adição de PQQ sintético na promoção do crescimento 

em plântulas de A. thaliana. 

� Identificar, por análises proteômicas, as proteínas reguladas pela adição 

PQQ sintético, durante o processo de promoção do crescimento em 

plantas de A. thaliana (Col-0).  

� Verificar a promoção do crescimento induzida por PQQ sintético em 

diferentes mutantes (abi4, aux 1.7, ein 2.1, ein 3.1, eds 1,npr1 e sid 2.2) e 

no transgênico NahG de A. thaliana. 

 

 



6 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. CAPÍTULOS 

 
 
 
 
3.1. Importância dos genes de biossíntese e transpo rte de PQQ em 

Gluconacetobacter diazotrophicus na tolerância a estresses abióticos e 

durante a interação com plantas de Arabidopsis thaliana 

 
 
 
 

3.1.1. INTRODUÇÃO 
 
 
 

O uso de fertilizantes químicos na agricultura representa importante 

componente dos custos de produção, além de causar danos ao meio ambiente. 

Através  da agricultura sustentável, busca-se reduzir o uso destes produtos e, ao 

mesmo tempo, identificar abordagens que mantenham a produtividade das 

lavouras, preservando o meio ambiente para as futuras gerações (Bacon et al., 

2015). Neste cenário, o uso de PGPB surge como alternativa promissora para a 

redução no uso de fertilizantes industrializados na agricultura. 

As PGPB promovem o crescimento das plantas por apresentarem 

características favoráveis ao seu desenvolvimento, tais como capacidade de fixar 

nitrogênio atmosférico, produzir hormônios, solubilizar nutrientes, atuar no 

biocontrole de patógenos, produzir sideróforos e participar na biorremediação de 

solos contaminados (Francis et al., 2010). No caso de bactérias endofíticas, o 

desempenho de tais funções depende do sucesso no processo de colonização 
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das plantas hospedeiras e da capacidade destas bactérias em resistir aos 

diferentes estresses ambientais, tanto durante as etapas de inoculação, quanto 

durante o cultivo das plantas inoculadas (Gaieiro et al., 2013). 

Os principais mecanismos utilizados pelas bactérias para tolerar os 

estresses ambientais são a formação de biofilme (Gao et al, 2015b), a produção 

de exopolissacarídeos (Sandhya e Ali, 2015), a diminuição na produção de etileno 

(Glick, 2014), o acúmulo de osmoprotetores e a produção de antioxidantes 

(Sandhya et al., 2010). A última estratégia é utilizada em condições de estresse 

oxidativo, fenômeno químico e fisiológico resultante da superprodução e acúmulo 

de espécies reativas de oxigênio (EROs, do inglês Reactive Oxygen 

Species)(Demidchik, 2014) . EROs são substâncias reativas (-O2, O3, H2O2) que 

causam danos às células (Gill e Tuteja, 2010). Algumas bactérias produzem PQQ 

como uma molécula antioxidante, fundamental na tolerância ao estresse oxidativo 

(Misra et al., 2004). 

PQQ é conhecido como cofator de diferentes enzimas procariotas 

(Matsushita et al., 2002; McIntire, 1994). Já foi descrito nas bactérias Enterobacter 

intermedium, Gluconobacter oxydans, Klebsiella pneunonia e M. extorquens 

(Toyama et al, 1997), Pseudomonas fluorescens (Holscher e Gorisch, 2006; Kim 

et al., 2003; Meulenberg et al., 1992; Schinider et al., 1995) e G. diazotrophicus 

(Intorne et al., 2009). Também têm sido descritos diferentes efeitos de PQQ em 

processos fisiológicos e bioquímicos de mamíferos (Misra et al., 2012), tendo sido 

observada em plantas sua função como molécula promotora do crescimento (Choi 

et al., 2008).  

G. diazotrophicus é uma PGPB, gram-negativa, endofítica (Saravananet 

al., 2008), que tem alto potencial biotecnológico para fixar nitrogênio atmosférico, 

produzir auxina e giberelina, solubilizar fosfato e zinco (Madhaiyan et al., 2004; 

Blanco et al., 2005; Muthukumarasamy et al., 2006; Saravanan et al., 2007; 

Intorne et al., 2009) e atuar no controle biológico. Estudos de genômica funcional 

identificaram um gene importante para resistência a metais nesta bactéria (Intorne 

et al., 2012), sendo descrita ainda sua resistência à seca e a elevadas 

temperaturas (Tejera et al.,  2003). 

A biossíntese de PQQ em G. diazotrophicus já teve esclarecido seu papel 

no metabolismo respiratório (Luna & Boiardi, 2007; Luna et al., 2006). Também foi 

demonstrado que mutantes de G. diazotrophicus defectivos para os genes PQQ 
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não são capazes de solubilizar fosfato e zinco (Intorne et al., 2009). No entanto, 

ainda não foram desenvolvidos estudos no intuito de identificar o papel desta 

molécula na tolerância a estresses em G. diazotrophicus e na interação planta-

bactéria. Neste sentido, o presente trabalho avaliou a importância das vias de 

biossíntese e transporte de PQQ na tolerância a estresses ambientais em G. 

diazotrophicus e seu papel na promoção do crescimento vegetal, durante a 

interação com A. thaliana. 

 
 
 
 

3.1.2. REVISÃO 
 
 
 

3.1.2.1. Uso potencial das bactérias promotoras do crescimento vegetal na 

agricultura 

O crescimento populacional, as alterações climáticas, a deterioração e a 

distribuição desigual dos alimentos bem como o uso intensivo de fertilizantes e 

defensivos químicos na agricultura são fatores em discussão nos últimos anos. A 

principal preocupação é como produzir alimentos para um grande contingente de 

pessoas, de forma sustentável e sem causar mais prejuízos ao meio ambiente 

(Glick, 2015). 

Sabe-se que os fertilizantes químicos usados na agricultura são 

importantes para o desenvolvimento e crescimento das plantas, resultando em 

alta produtividade das lavouras, mas desencadeiam diferentes impactos 

ambientais, contaminando solos e águas, aumentando os custos de produção, 

além de eventualmente apresentar efeitos tóxicos para a saúde (Ogut et al., 2014; 

Tawatsin, 2015).  

A estimativa de expansão prevista para utilização de fertilizantes químicos 

industrializados na agricultura mundial é de aproximadamente 1.9% entre os anos 

2012 e 2016 (FAO, 2012). Considerável parcela dos compostos encontrados nos 

fertilizantes e pesticidas agrícolas não é absorvida ou utilizada pelas plantas, 

ficando retida nos solos, contaminando os lençóis freáticos, sendo dispersada 

para a atmosfera, poluindo o ar (Yadav et al., 2015). Diante deste cenário, o 

aumento no uso de tais abordagens não é alternativa interessante para atender à 
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crescente demanda por alimentos inerente ao aumento da população mundial. 

Logo, torna-se necessário buscar tecnologias que minimizem os danos causados 

pelo uso de agroquímicos e, ao mesmo tempo, potencializar a produção 

sustentável de alimentos.  

O uso de micro-organismos benéficos na interação com plantas tem 

surgido como uma interessante contribuição para uma forma de agricultura 

econômica e ambientalmente sustentável. Entre os micro-organismos benéficos, 

as bactérias promotoras do crescimento vegetal têm a capacidade de melhorar o 

crescimento e o desenvolvimento das plantas. Essas bactérias vivem em 

associações com diferentes tecidos e órgãos das plantas, como raízes (Stets et 

al., 2015), folhas (Mercier e Lindow, 2000), flores (Compant et al., 2011) e até 

sementes (Ferreira et al., 2008). O maior número de bactérias promotoras do 

crescimento vegetal é encontrado no rizoplano próximo às raízes e na rizosfera 

das plantas. Além desses ambientes, bactérias promotoras do crescimento 

vegetal, chamadas de endofíticas, colonizam os tecidos internos das plantas 

(Hallmann et al.,1997). 

Bactérias endofíticas já foram isoladas de plantas monocotiledôneas e 

dicotiledôneas. Em diversas culturas de interesse agrícola, como cana-de-açúcar 

(Cavalcante & Dobereiner, 1988), videira (Lòpez-Fernàndez et al., 2015), milho, 

tomate, melão, pimenta (Xia et al., 2015), sorgo (Mareque et al., 2014), banana 

(Sekhar e Thomas 2015), arroz (Chung et al., 2015), batata (Rado et al., 2015), 

trigo (Robinson et al., 2015), feijão (Lopes et al., 2015), entre outras. 

As bactérias promotoras do crescimento vegetal melhoram as 

características das plantas de diversas formas, seja atuando no controle biológico 

de diversas doenças (Ryan et al., 2008), na produção de fitormônios como auxina, 

giberelina e citocinina (Kurepin et al., 2014; Ahmad et al., 2008), na fixação 

biológica de nitrogênio (Kandel et al., 2015), na solubilização de fosfato (Oteino et 

al., 2015) e na produção de sideróforos (Ma et al., 2015). Elas também podem 

promover indução de resistência sistêmica adquirida (Chung et al., 2015). 

Outra característica das bactérias promotoras do crescimento que tem 

despertado interesse dos pesquisadores é a capacidade de degradar poluentes 

em áreas contaminadas por metais pesados. Este tipo de poluição tem causado 

perdas em terras férteis, sendo também uma grave ameaça para a saúde e o 

bem-estar da população humana (Francis et al., 2010; Guo et al., 2010).  
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A supressão de doenças de plantas através do biocontrole disparado por 

micro-organismos benéficos é uma das melhores alternativas para reduzir o uso 

de agroquímicos na agricultura (Compant et al., 2005). Os mecanismos 

envolvidos no biocontrole desempenhado por bactérias promotoras do 

crescimento vegetal ainda são pouco elucidados, porém seu efeito nas plantas é 

relatado em vários trabalhos (Maldonado-González et al., 2015; Sunar et al., 

2015; Malfanova et al., 2011). Bactérias atuam no controle biológico pela 

produção de antibióticos e de diferentes metabólitos, que têm ampla atividade 

contra patógenos (Raaijmakers e Mazzola, 2012).  

A fixação biológica do nitrogênio é um dos mais bem estudados 

mecanismos de promoção do crescimento nas PGPB. O nitrogênio é um dos 

principais nutrientes para o crescimento e desenvolvimento vegetal. Embora 

abundante no ar, tal elemento não se encontra em forma assimilável pelas 

plantas. O fornecimento de nitrogênio através de adubação química propicia 

importante aumento no rendimento das culturas. Contudo, a utilização de 

fertilizantes nitrogenados representa importantes custos econômicos e ambientais 

para a produção agrícola (Ferguson et al., 2010). Diante disso, a fixação biológica 

de nitrogênio, processo em que ocorre  redução do nitrogênio atmosférico a 

amônia, feita por micro-organismos, é uma alternativa de baixo custo, 

ambientalmente correta (Bruijn, 2015).  

A capacidade de plantas leguminosas interagirem simbioticamente com 

rizóbios fixadores de nitrogênio confere uma grande vantagem sobre outras 

plantas, sendo um excelente exemplo de sistema agrícola sustentável altamente 

eficiente (Ferguson et al., 2010). As bactérias promotoras do crescimento vegetal, 

como os rizóbios, são capazes de colonizar raízes e se associar simbioticamente 

a várias plantas hospedeiras, atuando no processo de fixação biológica do 

nitrogênio (Franche et al., 2008). Tais bactérias fixadoras de nitrogênio são 

chamadas de diazotróficas (Döbereiner, 1992).   

Bactérias diazotróficas têm sido identificadas em diferentes gêneros de α 

e β-proteobacterias, incluindo Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, 

Burkholderia, Enterobacter, Herbasprillum, Gluconobacter e Pseudomonas. Entre 

essas, Azoarcus spp., Herbaspirillum seropedicae e Gluconobacter são 

classificadas como endofíticas (Baldaniet al., 1986; Cojhoet al., 1993; 

Richardsonet al., 2009; Schmid e Hartman, 2007; Stasovski e Peterson, 1993). 
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Bactérias dos gêneros Azospirillum, Azoarcus e Herbaspirillum interagem com 

uma variedade de plantas, de forma associativa ou através de relações 

endofíticas. Em todas estas associações, as plantas recebem o nitrogênio 

fornecido pelas bactérias e, em troca, recebem das plantas hospedeiras os 

nutrientes de que necessita. Além disso, a colonização endofítica pode fornecer 

condições adequadas para proteger o complexo nitrogenase de micro-organismos 

fixadores de nitrogênio da prejudicial exposição ao oxigênio (Santi et al., 2013). 

Sabe-se que muitas bactérias são capazes de solubilizar nutrientes como 

fosfóro, zinco e ferro, tornando-os disponíveis para as plantas e, 

consequentemente, melhorando seu desenvolvimento (Panhwar et al., 2012).  

Fósforo (P) é considerado o terceiro principal composto limitante para o 

crescimento vegetal, e sua concentração nos solos agriculturáveis normalmente 

varia entre 400 e 1200 mg.kg-1. Contudo, apenas1 mg.kg-1 está geralmente 

presente em formas disponíveis, tais como HPO4
- e H2PO4 

-2 (Rodríguez e Fraga, 

1999). As bactérias utilizam diferentes estratégias para disponibilizar os nutrientes 

para as plantas. Para solubilizar P inorgânico, as bactérias sintetizam ácidos 

orgânicos, como ácido glucônico e nítrico, os quais quelam o composto insolúvel 

e abaixam o pH, disponibilizando assim o P para as plantas. Outro mecanismo é 

simplesmente liberar prótons, reduzindo o pH e aumentando a solubilidade sem a 

ajuda de quelatos (Khan et al., 2009).  

A capacidade de solubilizar P é comum em bactérias rizosféricas 

(Richardson, 2001), sendo que muitas dessas bactérias já foram isoladas, 

incluindo as dos gêneros Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, 

Enterobacter, Streptomyces, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, 

Aerobacter, Flavobacterium, e Erwinia (Gamalero & Glick, 2011). Em G. 

diazotroficus, a capacidade de solubilizar fósforo e zinco está vinculada à 

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

Assim como o P, o ferro encontra-se em concentrações abundantes na 

maioria dos solos, porém em formas insolúveis de FeO3, como hematita e 

ferridrita (Masalha et al., 2000). Algumas bactérias têm a capacidade de produzir 

sideróforos, estruturas que sequestram o ferro, tornando-o disponível. 

Pseudomonas sp. aumentou a absorção de ferro em feijão, reduzindo a clorose 

das plantas pela produção de sideróforos (Sharma et al., 2003). Já os siferóforos 
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produzidos por Pseudomonas fluorescens foram facilmente absorvidos por A. 

thaliana (Vansuyt et al., 2007). 

Outra característica das PGPB que resulta no crescimento vegetal é a 

produção de hormônios. As plantas produzem diferentes hormônios que regulam 

várias funções relacionadas ao crescimento, metabolismo e reprodução dos 

tecidos. Contudo, diversas espécies bacterianas são capazes de produzir 

hormônios capazes de influenciar o desenvolvimento vegetal. Muitos estudos já 

foram desenvolvidos mostrando os benefícios diretos de PGPB na promoção do 

crescimento através da produção de reguladores de crescimento (Esitken et al., 

2003; Orhan et al., 2006; Cakmakci et al., 2007; Günes et al., 2014; Karakurt et 

al., 2011; Turan et al., 2008). A capacidade de produzir AIA e o efeito deste 

composto sobre as plantas têm sido mostrados por diversos trabalhos, 

destacando o papel deste processo na promoção do crescimento vegetal, 

decorrente da associação bactéria-planta (Egamberdieva et al., 2015; Hussein e 

Joo, 2015; Patten e Glick, 2002).  

As vias de biossíntese de ABA por bactérias são desconhecidas, mas sua 

produção foi relatada em algumas espécies de PGPB como Azospirillum 

brasilense e Bacillus japonicum. A produção de ABA inibe a biossíntese de 

citocinina, assim a produção de ABA por bactérias interfere nos níveis de 

citocinina da planta hospedeira. Sob condições de estresse, a produção desse 

hormônio por bactérias mantém a quantidade de ABA da planta, amenizando 

assim os efeitos negativos do estresse (Spaepen, 2015). 

O etileno, um hormônio gasoso conhecido como “hormônio do 

crescimento”, tem principal ação no desenvolvimento vegetal sob condições de 

estresse e durante a resposta a fitopatógenos. Sua produção tem sido relatada 

em várias bactérias promotoras do crescimento vegetal (Dugardeyn et al., 2008), 

porém seu papel durante tal associação ainda não está claramente determinado. 

O hormônio citocinina, também produzido por várias espécies de 

bactérias associadas a plantas, pode funcionar como um sinal químico para a 

comunicação bactéria-planta ou ainda como uma estratégia que ajuda no 

processo de invasão da planta hospedeira (Castillo et al., 2015). A produção de 

citocinina por Azospirillum sp. foi demonstrada usando diferentes meios de 

cultura, com diferentes fontes de carbono (Strzelczyk et al.,1994).  
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Portanto, o entendimento dos mecanismos desenvolvidos pelas bactérias 

que resultam na promoção do crescimento vegetal e a identificação de genes que 

controlam essas características são fundamentais, uma vez que essas 

informações poderão auxiliar na busca de estratégias para uma agricultura 

sustentável e na conservação dos recursos naturais. 

3.1.2.2.  Pirroloquinolina-quinona (PQQ) e seu pape l nos processos 

biológicos 

Pirroloquinolina-quinona (4,5-dihidroxi-4, 5- dioxi-1H-pirrolo-[2,3-f]-

quinolina-2,7, 9- ácido tricarboxílico), é uma quinona aromática ortho-tricíclica que 

serve como cofator redox para diferentes desidrogenases bacterianas. É solúvel 

em água, estável ao calor, tendo capacidade de realizar ciclos redox (Stites et 

al.,2000). É uma molécula que tem efeitos em processos fisiológicos e 

bioquímicos, promove benefícios na tolerância a estresses oxidativos (Misra et al., 

2012) e, mais recentemente, foi descrita sua função como promotora de 

crescimento vegetal (Choi et al., 2008). 

PQQ foi descrito pela primeira vez como cofator redox de enzimas 

desidrogenases em bactérias (Salisbury et al., 1979; Westerling et al., 1979). 

Acredita-se que a maior fonte de PQQ sejam os micro-organismos (Urakami et al., 

1992). Em bactérias, esta molécula é cofator de diversas enzimas, como metanol 

desidrogenases, glicose desidrogenases, álcool desidrogenases, as quais 

recebem o nome de quinoproteínas (Xiong et al., 2011). Além dessas enzimas, 

tem sido descrito que enzimas como amino-oxidase desidrogenases requerem 

PQQ como cofator (McIntire, 1994).  

A molécula PQQ tem sido identificada em diferentes alimentos 

(Kumazawa et al., 1995; Mitchell et al., 1999; Noji et al., 2007) e já foi descrita em 

mamíferos como uma vitamina do complexo B(Kasahara e Kato, 2003), embora 

esta descrição ainda seja questionada (Rucker et al., 2005). Além disso, em 

mamíferos, PQQ regula o crescimento e a diferenciação celular, protege as 

células contra danos oxidativos e atua em mecanismos de transdução de sinais 

em vários processos biológicos (Misra et al., 2012; Rucker e Chowanadisai, 

2009).  

Em bactérias, além de atuar como cofator de enzimas, PQQ tem função 

antioxidante, atuando também na tolerância a estresses ambientais. Na bactéria 
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Escherichia coli, PQQ aumentou a tolerância ao estresse oxidativo causado por 

1,2-Dimethylhydrazine (DMH)(Pandey et al., 2015). Ensaios in vitro mostraram 

que PQQ produz adutos químicos inertes em ligação com espécies reativas de 

oxigênio (Misra et al., 2004). O papel de PQQ como protetor contra danos 

oxidativos foi demonstrado na bactéria Deinococcus radiodurans, que apresentou 

resistência às radiações UY e γ, tal resistência se devendo à proteção contra 

EROs e pela ação de enzimas reguladas por PQQ, que são responsáveis pelo 

reparo em eventuais quebras no DNA (Rajpurohit et al.,  2010).  

Uma forma interessante de avaliar as funções gênicas é através do 

estudo de mutantes defectivos. Estudo avaliando mutantes de E. intermedium 

defectivos para produção de PQQ mostrou que eles perderam a capacidade de 

inibir o crescimento do fungo patogênico Magnaporthe grisea, responsável pela 

brusone do arroz, o que sugere a ação de PQQ na produção de antifúngicos, 

além revelar o papel de PQQ na indução de resistência sistêmica em plantas de 

tabaco (Han et al., 2008). A característica de biocontrole do PQQ foi testada em 

ensaios em que a expressão do seu operon restaurou a atividade de biocontrole 

em R. aquatilis, um agente de biocontrole para galhas causadas por 

Agrobacterium vitis em uva (Guo et al., 2009). 

O processo de biossíntese de PQQ em bactérias ainda não está 

totalmente elucidado. A maioria das bactérias que sintetizam PQQ têm entre 4 e 7 

genes (pqqABCDEF/G), que estão organizados em operon. Esse processo já foi 

estudado em Acinotobacter calcoaceticus (Goosen et al., 1989), Enterobacter 

intermedium 60-2G (Kim et al., 2003), Gluconobacter oxydans (Hölscher e 

Görisch, 2006), Klebsiella pneunoniae (Meulenberg et al.,1992), Methylbacterium  

extorquens (Toyama, Chistoserdova e Lidstrom, 1997) e Pseudomonas 

fluorescens CHA0 (Schnider et al., 1995). Contudo, muitas perguntas sobre as 

vias de produção e transporte de PQQ ainda necessitam ser respondidas.  

Sabe-se que a proteína PQQA atua na síntese de S-adenosil methionina 

a partir dos aminoácidos tirosina e glutamato. O gene pqqA é relativamente 

conservado, variando apenas seu tamanho, dependendo da espécie. Evidências 

indicam que pqqB não age diretamente na biossíntese da molécula PQQ, sendo 

responsável pelo transporte do PQQ sintetizado da membrana plasmática para o 

periplasma, onde se encontra a enzima desidrogenase. O gene pqqC participa da 

etapa final da biossíntese de PQQ, fazendo a conversão do precursor AHQQ em 
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PQQ. A função do gene pqqD permanece indefinida, mas, recentemente, foi 

mostrada interação física entre a proteína PQQD e PQQE. O pqqE é um radical 

funcional S-adenosil methionina (SAM), enzima capaz de catalisar a redução de 

SAM a metionina e 5-desoxiadenosina, atuando na primeira etapa da via. O pqqF 

é uma peptidase não essencial à produção de PQQ (Puehringer et al., 2008; Shen 

et al., 2012). 

 

 

 

 

Figura 1 -Modelo proposto da via de biossíntese de PQQ em 
Gluconacetobacter diazotrophicus. Inicialmente, um precursor glutamato ou 
tirosina é convertido a S-adenosil-metionina (SAM) pela ação da proteína PQQA. 
Então, PQQE sintetase transforma SAM em uma forma intermediária de PQQ, 
chamada de 3a-(2-amino-carboxietil)-4,5-dioxo-4,5,6,7,8,9-hexahidroquinolina-
7,9-ácido dicarboxílico (AHQQ), já descrita em outros organismos. Em seguida, 
PQQC catalisa a última etapa da via de biossíntese da molécula PQQ. A proteína 
PQQB deve atuar como transportadora de PQQ do citoplasma para o periplasma, 
onde PQQ vai atuar como cofator da enzima glicose desidrogenase (GDHA). 
Esse processo respiratório acontece na região periplasmática, sob altas tensões 
de oxigênio (pO2), enquanto, no citoplasma, as tensões de O2 são baixas, 
permitindo o perfeito funcionamento da nitrogenase, que vai promover a fixação 
biológica de nitrogênio. Ainda não foi elucidado o papel de PQQD na via de 
biossíntese de PQQ. PQQ: pirroloquinolina quinona 

 

 

 

PQQ atua como molécula promotora do crescimento vegetal. Tal 

fenômeno resulta de sua atividade antioxidante, da sua participação no processo 

de solubilização de fosfato, na produção de substâncias antimicrobianas e na 

atuação no controle de patógenos. Choi et al. (2008) mostraram que PQQ 

promoveu o crescimento de plantas de pepino e a eficiência de PQQ na 
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eliminação de H2O2 em suas folhas, confirmando seu potencial como molécula 

antioxidante. Ahmed e Shahad (2010) mostraram que plantas de feijão inoculadas 

com cepas bacterianas mutadas nos genes da via de síntese de PQQ 

apresentaram um decréscimo de 22-25% na promoção de crescimento quando 

comparadas com plantas inoculadas com a cepa selvagem.  

3.1.2.3.  Gluconacetobacter diazotrophicus 

Diferentes gêneros de bactérias já foram descritos como endofíticos de 

gramíneas. Entre as bactérias endofíticas isoladas da cana-de-açúcar, destacam-

se Gluconacetobacter diazotrophicus (Cavalcante e Dobereiner, 1988), 

Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al., 1986) e Herbaspirillum 

rubrisubalbicans (Baldani et al., 1997). 

G. diazotrophicus pertence ao filo Proteobacteria, classe 

Alphaproteobacteria, ordem Rhodospirillales, famíia Acetobacteraceae, gênero 

Gluconacetobacter (Kersters et al., 2006). É uma bactéria gram-negativa, 

aeróbica obrigatória, em forma de bacilos curtos com extremidades arredondadas, 

tendo sido isolada pela primeira vez de cana-de-açúcar. É uma bactéria ácido-

tolerante (Cavalcante e Dobereiner,1988), sensível a condições de seca, 

apresentando alta tolerância a tratamentos de calor e a elevadas concentrações 

de sais em meio de cultura (Tejera et al., 2003). A temperatura ideal de 

crescimento e fixação de N2 é 30°C, crescendo bem em altas concentrações de 

sacarose (30%) (Cavalcante e Dobereiner, 1988).  

A associação com G. diazotrophicus já foi observada em plantas de café 

(Jimenez-Salgado et al., 1997), abacaxi (Baldani e Baldani, 2005), arroz 

(Muthukumarasamy et al., 2005), trigo e sorgo (Luna et al., 2010), entre outras. As 

principais portas de entrada dessa bactéria nas plantas são: ponta de raízes, 

células da coifa e meristema, zonas de emergência de raízes laterais, pelos 

radiculares e estômatos (James et al., 2001; Luna et al., 2010; Rouws et al., 

2010). Essa bactéria é encontrada naturalmente em muitas plantas, porém 

estudos mostram eficiência de colonização quando inoculadas em plantas não 

hospedeiras naturais como milho (Cocking et al., 2006; Riggs et al., 2001), 

tomate, feijão, Arabidopsis (Cocking et al., 2006) e trigo (Luna et al., 2010; 

Youssef et al., 2004).  
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A promoção do crescimento por G. diazotrophicus resulta das diferentes 

características que essa bactéria apresenta.  Ela é umas das principais bactérias 

fixadoras do nitrogênio atmosférico em canaviais (Dobereiner et al., 1995; Dong et 

al., 1994).Isso acontece principalmente por ser uma bactéria que habita o interior 

de tecidos vegetais, local onde há baixas tensões de oxigênio, favorecendo a 

atividade da enzima nitrogenase (Riggs et al., 2001). Além disso, G. 

diazotrophicus produz hormônios promotores do crescimento vegetal (Bastián et 

al., 1998), como o ácido indol acético (AIA) e giberelinas (Fuentes-Ramirez et al., 

1993), ela solubiliza nutrientes como fósforo e zinco (Intorne et al., 2009; 

Saravanan et al., 2007), produz sideróforo (Logeshwaran et al., 2009), além de 

atuar no biocontrole de fitopatógenos pela produção de bacteriocina (Blanco et al., 

2005). 

Uma característica de grande destaque de G. diazotrophicus é sua 

tolerância a estresses ambientais. A capacidade de essa bactéria crescer em 

meios de cultura com até 30% de sacarose (Stephan et al., 1991)  sugere sua alta 

tolerância a estresse osmótico. Além disso, essa bactéria tem  elevada resistência 

a metais pesados (Intorne et al., 2012), justificando futuras análises de seu papel 

na proteção de plantas cultivadas em ambientes contaminados.  

Após o sequenciamento do genoma de G. diazotrophicus (Bertalan, et al., 

2009), diferentes estudos de genômica funcional têm sido conduzidos para 

caracterizar a relevância de cada uma das vias supracitadas para a promoção do 

crescimento vegetal. Lee et al. (2004) analisaram um banco de mutantes desta 

bactéria para síntese de AIA e identificaram três mutantes candidatos afetados na 

produção deste hormônio. Intorne et al. (2009) avaliaram a capacidade de 

solubilização de zinco e fósforo em mutantes G. diazotrophicus PAl5 e 

identificaram que mutações que afetam a produção de ácido glucônico prejudicam 

a capacidade de solubilização, sugerindo ainda que a solubilização de zinco e 

fósforo possa estar associada ao mesmo conjunto de genes. Ao sequenciar esses 

mutantes, verificou-se que os genes mutados são da via de transporte e 

biossíntese da molécula PQQ (pqqB, pqqC e pqqE), um cofator de enzimas 

desidrogenases. Nesta bactéria, PQQ é cofator essencial da enzima glicose 

desidrogenase (GDH), responsável pela conversão de glicose a ácido glucônico.  

Intorne et al. (2012) avaliaram a resistência aos metais zinco, cobalto e 

fósforo e identificaram um mutante defectivo para a tolerância. A identificação do 
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gene mutado revelou que a proteína CZC é um fator determinante na resistência 

a metal em G. diazotrophicus. Outro trabalho, utilizando mutantes defectivos no 

gene que codifica levanasucrase, mostrou o papel dessa molécula na 

osmoadaptação, já que o composto levana formado pela ação dessa enzima atua 

como protetor, sendo utilizado também como substrato para a formação de 

biofilme, auxiliando na proteção da bactéria contra agentes estressantes 

(Velazquez-Hernandez et al., 2011).  

3.1.2.4.  Tolerância a estresses em bactérias promo toras do crescimento 

vegetal 

As PGPBs utilizam diferentes estratégias para se associar, colonizar e 

promover o crescimento em suas plantas hospedeiras. Ao longo do processo 

evolutivo, tais bactérias desenvolveram artifícios contra as condições adversas 

dos ambientes que seus hospedeiros habitam. Entre estes mecanismos, a 

formação de biofilme é uma estratégia usada pelas bactérias como forma de 

sobrevivência sob condições adversas (Sandhya et al., 2009; Hall-Stoodley & 

Stoodley, 2009). 

Quando estão sob estresse, PGPB reduzem a produção de etileno, 

produzem EPS, melhoram a atividade das enzimas antioxidantes e suprimem o 

crescimento de organismos patogênicos (Dodd et al., 2009; Glick et al., 2007; 

Nadeem et al., 2010; Sandhya et al., 2009). Além disso, estudos mostram que, 

pela hidrólise de aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), rizobactérias 

conseguem atenuar o efeito causado por estresse salino em plantas, diminuindo a 

produção de etileno e melhorando seu desenvolvimento (Nadeem et al., 2009; 

Shaharoona et al., 2006). 

Estresses ambientais como seca, salinidade, variação de temperatura e 

metais pesados alteram o balanço osmótico das células, podendo causar perda 

da turgescência celular. Tal fato, além da desorganização das membranas, pode 

causar desnaturação ou perda de atividades de proteínas, desencadeando 

acúmulo de EROs e, consequentemente, provocando danos oxidativos às células 

(Munns e Tester, 2008). Assim, a adaptação de PGPB a condições de estresse 

osmótico é uma característica importante que deve ser explorada, já que a perda 

de água e o acúmulo de solutos no ambiente causados pelo estresse afetam 

importantes funções da bactéria durante o processo de promoção do crescimento.  
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As bactérias têm basicamente duas maneiras de sobreviver sob 

condições de estresse osmótico. Uma delas é a manutenção do equilíbrio das 

concentrações de sais intra e extracelular ou ainda a utilização de solutos 

orgânicos compatíveis, que auxiliam na manutenção das baixas concentrações de 

sais no citoplasma (Mustakhimov et al., 2010). 

Os solutos compatíveis atuam como osmoprotetores, que conferem 

tolerância a estresses em procariotos (Zaprasis et al., 2015) e eucariotos (Singh 

et al., 2015). Em G. diazotrophicus, o osmoprotetor glicina betaína suprimiu os 

efeitos causados por até 100mM de NaCl. Contudo, maior concentração desse 

agente estressante desencadeou mudanças na morfologia das células e inibição 

do crescimento (Boniolo et al., 2009). Essa mesma bactéria é descrita como 

tolerante a altas concentrações de sacarose e metais pesados, sugerindo que ela 

pode ser utilizada como fonte de genes de tolerância a tais estresses.  

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção e 

a remoção de EROs (Noctor et al., 2014). Diferentes estresses ambientais 

provocam alta produção de EROs, causando dano oxidativo à célula, podendo 

levar à morte (Milisav et al., 2012; Sharma et al., 2012). Um dos mecanismos em 

G. diazotrophicus de combate ao estresse oxidativo causado pelo metabolismo 

aeróbico, durante a fixação de nitrogênio, ocorre pela expressão de genes 

responsáveis pela produção de enzimas antioxidantes (Alquéres et al., 2010). As 

bactérias são capazes de auxiliar as plantas na defesa contra estresses 

ambientais (Barka et al., 2006; Sziderics et al.,2007). No entanto, mecanismos 

moleculares envolvidos nas respostas de plantas a condições de estresse, 

quando associados a bactérias, ainda necessitam ser mais bem caracterizados.  

Estudo conduzido com A. thaliana, previamente inoculada com 

Paenibacillus polymyxa, exposta a condições de seca ou infectadas com o 

patógeno Erwinia carotovora, sugeriu que os genes da planta envolvidos na 

resposta a estresses bióticos e abióticos podem ser corregulados (Timmusk & 

Wagner, 1999). Sementes de alface inoculadas com Azospirillum brasiliense, 

expostas a NaCl, apresentaram melhor taxa de germinação e crescimento em 

relação a plantas não inoculadas (Barassi et al., 2006).  

As PGPB também atuam na tolerância à contaminação por metais 

pesados. O ferro é um elemento essencial às plantas, porém, quando absorvido 

em altas quantidades, causa estresse oxidativo, que, assim como outros metais, 
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causa modificações nas enzimas que atuam na desintoxicação causada por 

EROs (Dimkpa et al., 2009; Sinha & Saxena, 2006; Stobrawa & Lorenc-Plucińska, 

2007). No entanto, os sideróforos produzidos pelas bactérias são capazes de 

suavizar o estresse oxidativo em plantas, visto atuarem como quelantes e 

reduzirem as concentrações de metais tóxicos na zona da raiz, exercendo o papel 

de bioprotetor, diminuindo a formação de radicais livres (Dimkpa et al., 2009). 

3.1.2.5.  Arabidopsis thaliana: modelo para estudos de interação planta-

bactéria 

O estudo da interação entre plantas e bactérias tem sido realizado em 

diferentes espécies vegetais. Contudo, encontrar um modelo que permita o 

estudo dos processos envolvidos nesta interação de maneira mais rápida e fácil 

tem sido o desafio de muitos pesquisadores. Devido a isso, A. thaliana surge 

como alternativa de modelo, uma vez que estudos de esclarecimento de aspectos 

fundamentais envolvidos com desenvolvimento vegetal, como crescimento de 

raízes, ação hormonal e vias de sinalização em resposta a condições ambientais 

(Meinke et al., 1998), já foram realizados com esta espécie.  

A. thaliana não é uma planta economicamente importante, mas oferece 

vantagens para a pesquisa básica em genética e biologia molecular. É um 

membro da família da mostarda (Cruciferae ou Brassicaceae), com ampla 

distribuição natural em toda Europa, Ásia e América do Norte (Meinke et al., 

1998). Tem ciclo de vida curto, uma importante vantagem em relação a outras 

culturas. A sequência de processos envolvendo germinação, formação da roseta, 

florescimento e maturação das primeiras sementes se completa em seis 

semanas. As plantas maduras atingem entre 15 e 20 cm de altura e produzem 

centenas de silíquas com mais de 5000 sementes. As sementes têm cerca de 0,5 

mm de comprimento e suas flores, cerca de 2 mm (Koornneef & Meinke, 2010). 

Diferentes ecótipos estão disponíveis para análise experimental, entre eles, o 

ecótipo Columbia (COL-0) é um dos mais utilizados para estudos genéticos e 

moleculares, pois seu genoma já está sequenciado (Nishimura & Dangl, 2010). O 

genoma de A. thaliana contém 120 Mb e está organizado em cinco cromossomos, 

contendo aproximadamente 22.000 genes (Meinke et al., 1998). 

Estudos realizados no intuito de esclarecer os mecanismos envolvidos na 

interação entre moléculas associadas a micro-organismos e seus receptores 
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presentes na superfície celular têm utilizado A. thaliana como modelo para estudo 

da resposta imune vegetal (Feng et al., 2012). Pesquisas com A. thaliana têm 

permitido interessantes descobertas relacionadas com vários aspectos da biologia 

vegetal. Em alguns casos, questionamentos em fisiologia e bioquímica de plantas 

foram primeiramente respondidos pelas análises moleculares em plantas 

mutantes para genes envolvidos nas vias em estudo. Similarmente, esta espécie 

tem sido utilizada em estudos que têm como objetivo entender quais genes 

bacterianos estão envolvidos na interação com plantas e quais os efeitos desta 

relação nos aspectos químicos e fisiológicos de ambos os organismos (Mitchell et 

al., 2015; Zamioudis et al., 2015). 

O uso de A. thaliana em estudos de colonização por bactérias promotoras 

do crescimento vegetal já foi reportado em alguns trabalhos (Cohen et al., 2015; 

Dietel et al., 2013; Maldonado-González., 2015; Xieet al., 2009). As principais 

características atrativas desta espécie para estudos desta natureza são a 

facilidade de observação, o estudo do sistema radicular em meios de cultivo 

vegetal e a possibilidade de utilizar promotores de genes candidatos, fundidos ao 

gene repórter GUS, para analisar sua expressão em decorrência do processo de 

interação com a bactéria (Costacurta et al., 1994). Assim, em decorrência dos 

avanços nos estudos de genômica funcional e da disponibilidade de um vasto 

número de mutantes de A. thaliana, tem sido possível a realização de diversos 

estudos de interação planta micro-organismo. 

Ortíz-Castro et al.(2008) mostraram que uma variedade de N-acyl-

homoserina lactona (AHL) produzida por bactérias afeta o crescimento da raiz 

primária, a formação de raízes laterais e o desenvolvimento de plantas de A. 

thaliana. Além disso, estas moléculas podem aumentar a resistência a estresses 

bióticos e abióticos, regulando o crescimento e o desenvolvimento desta espécie. 

Na interação entre A. thaliana e Pseudomonas syringae, foi verificada exsudação 

de ácido málico na rizosfera depois da infecção. Sabe-se que o ácido málico atrai 

bactérias benéficas como Bacillus subtilis, que, então, colonizam a rizosfera da 

planta, formando biofilmes, protegendo as raízes contra a agressão de 

fitopatógenos (Rudrappa et al., 2008). Este achado mostra que até mesmo a 

interação entre planta e patógeno pode favorecer de alguma maneira uma 

posterior interação com micro-organismos benéficos. Estudo caracterizando a 

interação entre A. thaliana e Bacillus subtilis (GB03) mostrou que os compostos 
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voláteis produzidos por esta bactéria aumentaram o crescimento vegetal, 

mensurado pelo aumento no peso fresco e seco da parte aérea e pelo  aumento 

no número de rosetas, além de parâmetros fisiológicos, como aumento no 

conteúdo total de clorofila e maior eficiência do fotossistema II (PSII)(Xie et al., 

2009). 

3.1.2.6. Arabidopsis thaliana como modelo para estudo da associação entre 

plantas e G. diazotrophicus 

A bactéria G. diazotrophicus foi isolada pela primeira vez em plantas de 

cana-de-açúcar (Cavalcante e Dobereiner, 1988). Contudo, a utilização desta 

planta como modelo para estudos da interação não é ideal, uma vez que ela tem 

ciclo de vida longo e alto porte, dificultando seu crescimento em ambiente 

controlado. Além disso, tem genoma octaploide e complexo, o que limita a 

obtenção de mutantes e plantas transgênicas, ferramentas importantes em 

estudos de interação. 

Recentemente, foi constatada promoção do crescimento por G. 

diazotrophicus em plantas de A. thaliana. A inoculação com esta bactéria 

promoveu aumento de 22.6% na massa fresca da parte aérea e aumento nas 

taxas fotossintéticas vegetais (Rangel de Souza et al., 2015). O uso deste modelo 

de estudo de interação é interessante, tendo em vista as vantagens já 

supracitadas para esta planta, que abrem perspectivas de estudos dos 

mecanismos moleculares envolvidos durante a interação não só com G. 

diazotrophicus, mas também com outras bactérias promotoras de crescimento 

vegetal. 

Nossa equipe gerou uma biblioteca de mutantes de inserção de G. 

diazotrophicus que já permitiu a identificação de genes envolvidos na 

solubilização de zinco e fósforo (Intorne et al., 2009) e também na resistência a 

metais como cádmio, cobalto e zinco (Intorne et al., 2012). A utilização desta 

biblioteca de mutantes possibilita a identificação de genes importantes para a 

interação entre G. diazotrophicus e A. thaliana, vislumbrando elucidar 

mecanismos moleculares que participam do estabelecimento dessa associação. 
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3.1.3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 

3.1.3.1. Micro-organismos e condições de cultivo 

A estirpe selvagem G. diazotrophicus PAL5, da Coleção de Culturas da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Campos dos 

Goytacazes, RJ, Brasil), foi gentilmente cedida pelo Dr. Fábio L. Olivares, do 

Laboratório de Biologia Celular e Tecidual (LBTC/UENF). Os mutantes de G. 

diazotrophicus, defectivos para os genes ▲gdhA e ▲pqqB,▲pqqC e ▲pqqE, 

foram obtidos por Intorne et al. (2009), através de mutagênese insercional, 

utilizando o kit EZ-Tn5 <R6Kyori/KAN-2>Tnp Transposome (Epicentre, Madison, 

WI, USA). Os genes interrompidos pelo transposon nos mutantes foram 

identificados pelo sequenciamento das regiões flanqueadoras do sítio de inserção 

do transposon.  

As bactérias foram cultivadas em meio DYGS modificado, contendo em 

g.L-1: 2,0 glicose; 1,5 peptona bacteriológica; 2,0 extrato de levedura; 0,5 K2HPO4; 

0,5 MgSO4.7H2O; 3,75 ácido glutâmico; 5 mL azul de bromotimol 0.5% em 0,2 M 

KOH. Meio sólido: 15,0 ágar (Rodrigues Neto et al., 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; CaCl2·2H2O 0,02; NaMoO4·2H2O 0,002 e FeCl3·6H2O 0,018) e 

LGI-P (composição em g.L-1: sacarose100,0; K2HPO40,2; KH2PO40,6; 

MgSO4.7H2O0,2; CaCl2.2H2O0,2; Na2MoO4.H2O0,002; FeCl3.6H2O0,01, 5 mL azul 

de bromotimol 0.5% em KOH0,2 M; 15 ágar (Cavalcante & Dobereiner, 1988). 

Ágar (1,6 g.L-1para meio semissólido e 15 g.L-1para meio sólido) foi adicionado ao 

meio de cultura quando necessário. As células foram cultivadas sob constante 

agitação e temperatura (250 min-1 e 30°C) em agitador-incubador orbital (C25 

Incubator, marca New Brunswik Scientific, Edison, NJ, EUA) e em placas de Petri, 

sendo incubadas em estufa bacteriológica, marca Heraeus, a 30 °C. 

Para o preparo de culturas estoque, uma colônia isolada de cada estirpe 

bacteriana foi inoculada em meio DYGS modificado (Rodrigues Neto et al., 1986) 

e cultivada até atingir densidade óptica (DO600nm) igual a1,0. A densidade óptica 

foi determinada pela utilização de um espectrofotômetro marca UV 1800 

Shimadzu. Um volume de 750 µL desta cultura foi transferido para tubos tipo 
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Eppendorf de 1,5 mL aos quais foram adicionados 250 µL de glicerol 50%. As 

culturas estoque foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80 °C. 

 

3.1.3.2. Curvas de crescimento 

Para conhecer as fases de crescimento de cada bactéria, foram obtidas 

curvas de crescimento. Para isto, pré-inóculos foram preparados, adicionando-se 

7,5 mL de LGIm com 750ul das respectivas culturas estoque em tubos Falcon de 

50 mL. As células foram cultivadas até atingir a DO600nm de 1,0. 

Para o preparo do inóculo, 5 mL do pré-inóculo de cada estirpe bacteriana 

foram transferidos para um frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 45 mL de 

LGIm líquido e cobertos com mantas de algodão envoltas por gaze. O crescimento 

das culturas foi acompanhado, retirando-se alíquotas para determinação da 

DO600nm a cada 2 h nas primeiras 12 h e depois a cada 3 h, até completar 36 

horas de cultivo. Após a análise das curvas, foi identificada a DO600 ideal referente 

à fase exponencial de crescimento de cada estirpe bacteriana, utilizada como 

valor de referência nos ensaios posteriores. Essa DO600nm adotada como ideal 

para cada bactéria foi correspondente ao meio da fase exponencial, porque neste 

ponto a cultura está metabolicamente mais ativa. 

3.1.3.3. Determinação das concentrações inibitórias  para G. diazatrophicus 

dos agentes estressantes 

As curvas de inibição do crescimento de G. diazotrophicus selvagem 

foram feitas em frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo 5 mL de meio LGIm cada. 

Foram utilizadas quatro concentrações de cada agente estressante (Tabela 1). 

Os solutos Na2SO4, sacarose e peg 400 foram preparados com o dobro 

da concentração final desejada, tendo sido estes estresses e NaCl esterilizados 

por meio de autoclavagem. Os metais e o paraquat foram esterilizados por 

filtração. 

Foi definido que a concentração inibitória de cada agente estressante 

seria aquela que reduzisse o crescimento bacteriano em 20-30% em relação 

àquele obtido na sua ausência. Após avaliar os resultados para a bactéria 

selvagem, o experimento foi realizado com os mutantes, utilizando apenas a 
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concentração inibitória definida nas mesmas condições de crescimento descritas 

acima. 

 
 
Tabela 1: Concentrações dos agentes estressantes usados nos ensaios de 
determinação de concentração mínima inibitória. 
 

Agente estressante  Concentrações  

Zinco (ZnCl 2) 0,7 mM; 0,8 mM; 0,9 mM ;1,0 mM 

Cádmio (CdCl 2.H2O) 0.07 mM; 0.08 mM; 0.09 mM; 1.0mM 

Cobalto (C oCl 2.6H2O) 1.0 mM; 1.2 mM; 1.6mM; 2.0mM 

Paraquat (C 12H14Cl2N2) 40 µM; 60uM; 70uM; 100uM 

Cloreto de sódio (NaCl)  16 mM; 30 mM; 30 mM; 40 mM 

Sulfato de sódio (Na 2SO4) 140 mM; 150 mM; 160 mM; 170 mM 

PEG-400 180 mM; 190 mM; 200 mM; 210 mM 

Sacarose (C 12H22O11)  700 mM; 730 mM; 750 mM; 800 mM 

 
 
 
No intuito de verificar o efeito de PQQ sintético no crescimento da bactéria 

selvagem e dos mutantes sob estresse por cobalto e paraquat, foi realizado outro 

experimento. Nesta situação, o ensaio foi realizado em meio líquido nas mesmas 

condições anteriores, adicionando-se PQQ sintético.  

Cada tratamento foi representado por cinco repetições, tendo sido feitos, 

pelo menos, três ensaios independentes. 

3.1.3.4. Tolerância a diferentes temperaturas e a p eróxido de hidrogênio 

(H2O2) 

Neste ensaio, o inóculo foi cultivado como descrito no tópico anterior. Em 

seguida, após atingir a DO ideal, foram feitas gotas de 10 µL das bactérias em 

meio de cultura LGIm para avaliar a resistência das estirpes a diferentes 

temperaturas. Então, as placas de Petri foram incubadas em estufa a 25ºC, 30ºCe 

35 ºC durante 5 dias e, em função do crescimento bacteriano, foi avaliada a 

sensibilidade e/ou resistência das estirpes às variadas temperaturas. 

Para verificar o efeito de H2O2 sobre o crescimento das bactérias, foi 

realizado o procedimento de disco de difusão em ágar. Após o cultivo já descrito, 

100 µL de cada inóculo foram plaqueados em meio DYGS com o auxílio de uma 
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alça de Drigalski. Feito isso, um disco de papel estéril embebido com 10 µL de 

solução de H2O2 10 mM foi disposto no centro de cada placa de Petri. Passados 

três dias em estufa, o diâmetro do halo de inibição foi mensurado.  

Em ambos os estresses, cada tratamento continha 3 repetições, tendo 

sido feitos três ensaios independentes. 

3.1.3.5. Ensaio de fixação biológica de nitrogênio 

Para verificar possíveis alterações na capacidade dos mutantes de fixar 

nitrogênio, foi feito o cultivo em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo meio 

LGIm, até as estirpes atingiram suas DO600nm ideais. Foram feitas três lavagens 

das culturas bacterianas utilizando solução salina 0.85%. Em seguida, 10 µL 

desse cultivo foram adicionados no centro de frascos de 10 mL contendo 5 mL do 

meio LGI-P semissólido. Após 10 dias de cultivo em estufa, a formação da 

película aerotáxica foi avaliada.  

Cada estirpe foi representada por três amostras. Foram feitos três ensaios 

independentes. 

3.1.3.6. Material vegetal e condições de cresciment o 

Foram utilizadas sementes selvagens de A. thaliana (Columbia-0) 

gentilmente cedidas pela Dra. Jen Sheen (Departamento de genética - Harvard 

Medical School - USA). As plântulas foram crescidas em placas de Petri contendo 

meio Murashige e Skoog (MS) ½ força com sacarose 0,5% e MES 0,05% a 22 °C, 

60% de umidade relativa e 70 µmol m-2 s-1 de luz com fotoperíodo de 12h durante 

7 dias. As plântulas foram transferidas individualmente para vasos contendo o 

substrato comercial West Garden e irrigadas com uma solução de Hoagland 25% 

a cada 2 dias durante 60 dias. 

3.1.3.7. Inoculação 

As estirpes bacterianas foram crescidas em meio DYGS, centrifugadas a 

12000g e, após descarte do sobrenadante, as células foram lavadas duas vezes 

com água ultrapura estéril. A DO600nm final foi 0,01 equivalente a 106 células mL-1. 

Então, foram adicionados 20 mL de inóculo nas placas de Petri contendo 
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plântulas com 7 dias de idade. Para o material controle, foi adicionada água 

ultrapura estéril em igual volume. Após três horas de incubação, as plântulas 

foram transferidas para vasos com substrato West Garden e cultivadas como 

descrito anteriormente. 

Cada estirpe foi representada por 12 amostras. Foram feitos três ensaios 

independentes. 

3.1.3.8. Análise fenotípica de promoção do crescime nto vegetal 

Após os 60 dias de cultivo em vaso, as amostras foram avaliadas quanto 

à massa fresca de parte aérea e radicular, que foi determinada por meio de 

pesagem em balança analítica, imediatamente após a coleta. Foram avaliadas 12 

plantas em cada tratamento. 

3.1.3.9. Análise da colonização 

Para mensurar a colonização bacteriana nas raízes da planta inoculada, 

foi utilizada uma região mediana da raiz de aproximadamente 1,0 cm raiz. Então, 

a amostra foi imersa em Cloramina-T durante 1 min e submetida à maceração em 

H2O ultrapura estéril. Em seguida, foram feitas diluições seriadas e a amostra foi 

plaqueada em meio LGI-P, acrescido dos antibióticos Canamicina e 

Estreptomicina a 50 µg.mL-1, além de extrato vegetal obtido da maceração de 

plântulas de A. thaliana com 12 dias de idade, na proporção de uma parte de 

extrato para 15 partes de meio. As placas foram mantidas sob temperatura de 

30°C durante cinco dias. Após este período, foi feita a contagem das unidades 

formadoras de colônias.  

3.1.3.10. Análises estatísticas 

Os resultados obtidos foram testados pela análise de variância (ANOVA). 
O teste Tukey foi utilizado para mensurar a significância entre os tratamentos ao 
nível de 1% de significância, utilizando o software Genes (versão 2013.5.1)(Cruz, 
2013).  
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3.1.4. RESULTADOS 
 
 
 

3.1.4.1. Identificação da fase exponencial de cresc imento das bactérias 

Para os ensaios de resposta a estresses ambientais e avaliação das 

características da promoção do crescimento vegetal, é necessário que as 

bactérias (selvagem e mutantes) estejam em uma mesma condição de 

crescimento. Neste sentido, foi obtida uma curva de crescimento para a bactéria 

selvagem e os mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE para identificar a fase 

exponencial de crescimento, em que as bactérias apresentam maior taxa de 

multiplicação celular. Após essa etapa, uma DO dentro da fase exponencial foi 

escolhida para os ensaios posteriores. 

Os mutantes ▲pqqB,▲pqqC e ▲pqqE são afetados na capacidade de 

transporte (pqqB) e biossíntese (pqqC e pqqE) da molécula PQQ. Já ▲gdhA é 

mutado na via de produção da enzima GDH-desidrogenase, que tem PQQ como 

cofator. 

Ao analisar o crescimento das bactérias após 36 horas de cultivo, 

observou-se que o mutante ▲gdhA (Figura 2B), apresentou crescimento 

semelhante à bactéria selvagem (Figura 2), com uma fase lag de 

aproximadamente seis horas e a exponencial de 22. Ao analisar a fase 

exponencial de crescimento, foi escolhida a DO 1.6 para conduzir os ensaios 

posteriores para ambas as bactérias. 

Os mutantes ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE da via de biossíntese e transporte 

de PQQ apresentaram padrões de crescimento distintos (Figura 2F). O mutante 

▲pqqB (Figura 2C), tem uma fase lag de 10 horas, semelhante ao ▲pqqE (Figura 

2E). O mutante ▲pqqC (Figura 2D), tem crescimento lento, que se manteve ao 

longo das 36 horas, não mostrando a fase lag característica. Os mutantes 

▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE têm menor crescimento quando comparados à bactéria 

selvagem. As DOs identificadas para os ensaios posteriores para os mutantes 

▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE foram 1.2, 0.7 e 1.0, respectivamente. 
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Figura 2 - Fases de crescimento de G. diazotrophicus selvagem e dos 
mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE. O ensaio foi conduzido em meio 
LGI modificado a 30°C, 250 rpm, e as leituras de DO foram feitas durante 36 h de 
cultivo. 
 
 

3.1.4.2. Análise das curvas de concentrações de est resses abióticos em G. 

diazotrophicus 

Com o objetivo de identificar as concentrações dos agentes estressantes 

que inibissem 20-30% do crescimento de G. diazotrophicus, foi feito um ensaio 

em meio líquido com diferentes agentes estressantes (Figura 3). Para os metais, 

foram identificadas as concentrações de 0,9 mM para zinco, de 1,2 mM para 

cobalto e de 0,09 mM para cádmio. A concentração encontrada para paraquat foi 

70 µM, que inibiu 25% do crescimento bacteriano. Os sais NaCl e Na2SO4, nas 

concentrações de 30 mM e 150 mM, respectivamente, causaram inibição no 

crescimento de 26%. O peg 400 também na concentração de 200 mM inibiu 25% 

o crescimento de G. diazotrophicus. Para sacarose, a concentração encontrada 

foi 750 mM, causando taxa de inibição de 30% (Figura 3). 
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Figura 3 - Efeito de diferentes concentrações de ag entes estressantes sobre o crescimento de G. diazotrophicus em meio 
líquido. Os ensaios foram conduzidos em LGI modificado a 30°C e analisados após 24 horas de crescimento.   
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3.1.4.3. Importância de PQQ na tolerância a estress es abióticos em G. 

diazotrophicus 

Após identificar as concentrações que inibem entre 20-30% o crescimento 

da bactéria G. diazotrophicus selvagem, foi feito ensaio testando essas 

concentrações de zinco, cobalto, cádmio, paraquat, NaCl, Na2SO4, peg e 

sacarose sobre os mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE (Figura 4). Assim, 

foi possível verificar a importância de PQQ na tolerância a tais estresses abióticos 

na bactéria.  

Como observado na Figura 4, ▲gdhA mostrou notável sensibilidade aos 

metais, com destaque para zinco. Além disso, foi o mutante mais sensível ao 

estresse causado por paraquat, com inibição de 88%. No entanto, seu 

comportamento foi semelhante ao da bactéria selvagem quando exposto a 

Na2SO4 e peg, se mostrando significativamente mais tolerante a NaCl, 

diferentemente dos demais mutantes. 

Em geral, ▲pqqB apresentou maior tolerância aos estresses testados em 

comparação com os demais mutantes, apresentando perfil similar à bactéria 

selvagem, com porcentagem de inibição menor que 30% para os três metais e 

PEG. Quanto ao estresse causado por paraquat, ▲pqqB se mostrou ainda mais 

tolerante que o controle. Contudo, foi fortemente inibido pelo estresse causado 

por Na2SO4 e sacarose (Figura 4).  

O▲pqqC mostrou elevada sensibilidade aos metais pesados, porém é 

altamente tolerante a paraquat. Para Na2SO4 e peg, também foi observada 

sensibilidade mais acentuada que o controle, o que não ocorreu para NaCl e 

sacarose (Figura 4). 

O mutante ▲pqqE tem sensibilidade a todos os estresses testados, com 

inibição maior que 50% a cádmio, paraquat, peg e sacarose. Para NaCl e Na2SO4, 

não foi observada diferença significativa quando comparado a G. diazotrophicus 

selvagem (Figura 4). 

. 
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Figura 4 - Análise da tolerância da bactéria selvag em e dos mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE, aos agentes 
estressantes zinco, cobalto, cádmio, paraquat, NaCl , Na2SO4, peg e sacarose.  Os ensaios foram conduzidos em LGI modificado 
a 30°C e analisados após 24 horas de crescimento. A figura representa o resultado de no mínimo três experimentos independentes. 
Letras iguais não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. 
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Para verificar a importância de PQQ na tolerância à temperatura, G. 

diazotrophicus e os mutantes foram incubados a 25, 30 e 35 °C. Notou-se que, 

em 25 °C, os mutantes ▲pqqC e ▲pqqE na diluição de 10-3 apresentaram maior 

tolerância, com crescimento homogêneo de colônia, diferentemente das outras 

bactérias. Na temperatura de 30°, ideal para o crescimento dessas bactérias, 

▲gdhA e ▲pqqB na diluição de 10-3 ainda mostraram crescimento prejudicado. 

Na temperatura de 35°C, observou-se leve crescimento da bactéria selvagem em 

100
, sugerindo participação dessa molécula na tolerância à temperatura de 35°C 

(Figura 5). 

 
 

 

Figura 5 - Importância dos genes de biossíntese e t ransporte de PQQ na 
tolerância a temperatura em G .diazotrophicus e nos mutantes ▲gdhA, 
▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE. Os ensaios foram conduzidos em LGI modificado e 
feita a análise após cinco dias de crescimento (n=3). A figura representa o 
resultado de no mínimo três experimentos independentes com cinco repetições 
por tratamento. 

 
 
Para avaliar a tolerância das bactérias ao estresse oxidativo causado por 

H2O2, foi feito ensaio de halo de inibição. Todos os mutantes apresentaram maior 

tolerância à presença de H2O2 quando comparados a G. diazotrophicus selvagem 

(Figura 6). Este resultado é contrário àquele obtido para os mutantes sob estresse 

com paraquat. 



34 
 

 

 

Figura 6 - Tolerância das bactérias a H 2O2. O ensaio foi conduzido em meio LGI 
modificado sólido. O halo de inibição foi mensurado após três dias de crescimento 
a 30 ºC em estufa. A figura representa o resultado de no mínimo três 
experimentos independentes com cinco repetições por tratamento. 

 
 
Para verificar o efeito antioxidante mediado por PQQ na tolerância das 

bactérias ao estresse abiótico, foi adicionada molécula sintética às culturas 

bacterianas na presença do agente estressante gerador de EROs, paraquat. 

Inicialmente, foi testada com G. diazotrophicus selvagem, a adição de duas 

concentrações de PQQ, 100 µM e 500 µM. Como pode ser observado na Figura 

7, com 500 µM de PQQ sintético houve aumento de 20% na tolerância da bactéria 

ao estresse causado por paraquat. Já na concentração mais baixa, não houve 

diferença significativa. 
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Figura 7 -Efeito de PQQ sintético na tolerância de G. diazotrophicus a 
estresse causado por paraquat. Os ensaios foram conduzidos em meio LGI 
modificado suplementado com o agente estressante (paraquat) na presença de 
PQQ sintético. A figura representa o resultado de no mínimo três experimentos 
independentes com 5 repetições por tratamento. Em cada tratamento, letras 
iguais não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. 

 
 
 
Após identificar a concentração de PQQ sintético, que apresentou efeito 

positivo na tolerância da bactéria selvagem a paraquat, foi feito um ensaio com os 

mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE. Como é verificado na Figura 8, para 

G. diazotrophicus selvagem e o mutante ▲gdhA, a adição de PQQ aumentou a 

tolerância das bactérias ao estresse causado por paraquat em 20% e 40%, 

respectivamente. Em contraste, ▲pqqB apresentou aumento considerável na 

sensibilidade ao paraquat. Os mutantes ▲pqqC e ▲pqqE foram pouco afetados 

pela presença da molécula sintética, apresentando tendência de aumento na 

tolerância, sem diferença estatística entre os tratamentos. 
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Figura 8 - Efeito do PQQ sintético na tolerância de  G.diazotrophicus 
selvagem e dos mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE ao estresse 
causado por paraquat. O ensaio foi conduzido em meio LGI modificado líquido 
suplementado com paraquat e PQQ sintético. A figura representa o resultado de 
no mínimo três experimentos independentes. 

 
 
 

3.1.4.4. Importância de PQQ para a fixação biológic a de nitrogênio 

Para verificar a importância da molécula PQQ durante o processo de 

fixação biológica de nitrogênio, foi feito ensaio em meio LGI-P semissólido (Figura 

9). A formação da película aerotáxica foi observada apenas na bactéria G. 

diazotrophicus selvagem. Os mutantes ▲gdhA e ▲pqqB, reduziram o pH do 

meio, como pode ser observado pela coloração amarelada do meio, característica 

não observada nos mutantes ▲pqqC e ▲pqqE. Portanto, a mutação desses 

genes prejudica a fixação biológica de nitrogênio.  
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Figura 9- Análise da fixação biológica de nitrogêni o em G. diazotrophicus e 
nos mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE. O ensaio foi conduzido 
avaliando a formação de película aerotáxica típica em meio LGI-P semissólido 
sem adição de nitrogênio. A avaliação foi feita após 10 dias de crescimento 

 
 

3.1.4.5. PQQ atua na promoção do crescimento de A. thaliana 

Com o intuito de verificar o papel da molécula PQQ na interação de G. 

diazotrophicus e mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE com plantas de A. 

thaliana, foi feito um ensaio de colonização (Figura 10). Como pode ser verificado, 

as plantas inoculadas com os mutantes para a via de biossíntese e transporte de 

PQQ (▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE) mostraram menor massa fresca de parte aérea 

e de raiz de A. thaliana (Figuras 10 A e B). Já as plantas inoculadas com ▲gdhA 

apresentaram fenótipo de massa fresca de raiz semelhante à bactéria selvagem e 

um fenótipo intermediário para massa fresca de parte aérea. Plantas inoculadas 

com G. diazotrophicus selvagem aumentaram em 33% a massa fresca de parte 

aérea e 12% a de raiz.  

Para verificar se os mutantes bacterianos, apesar de não promoverem o 

crescimento das plantas de A. thaliana, apresentaram ou não capacidade de 

colonizar os tecidos vegetais, foi feito um ensaio de UFC. Ao analisar os dados, 

observou-se que os mutantes ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE mostraram melhor 

eficiência na colonização de plantas de A. thaliana, Figura 10C, mesmo não 

promovendo o crescimento vegetal. O mutante ▲gdhA apresentou menor 

eficiência de colonização quando comparado aos outros mutantes. Sendo assim, 

tais mutações não afetam a capacidade de colonização de G. diazotrophicus, 

porém a ausência da molécula PQQ prejudica a capacidade de promoção do 

crescimento da planta. Os genes de biossíntese e transporte de PQQ, pqqB, 

pqqC e pqqE, são um fator determinante para promoção do crescimento mediado 

por G. diazotrophicus em plantas de A. thaliana, confirmando o papel dessa 

molécula na promoção do crescimento vegetal.  
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Figura 10 - Análise da promoção do crescimento em p lantas de A. thaliana 
inoculadas com as bactérias. As plantas foram inoculadas aos 7 dias com as 
bactérias G. diazotrophicus e mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE. Após 
60 dias, foram analisadas os parâmetros massa fresca de parte aérea (A), massa 
fresca de raiz (B), colonização pelo ensaio de UFC (C). Em D, imagem das 
plantas controle e inoculadas. Tratamento com letras diferentes nos gráficos 
apresenta diferenças significativas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. 

 
 
 
 

3.1.5.  DISCUSSÃO 
 
 
 
O entendimento dos mecanismos utilizados pelas bactérias para 

promoção do crescimento vegetal tem se tornado um desafio para os 

pesquisadores, uma vez que fatores ambientais, características da planta 

hospedeira e da própria bactéria influenciam na colonização e, 
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consequentemente, na promoção do crescimento vegetal. Entre as diversas 

PGPB caracterizadas, G. diazotrophicus tem se destacado pelo seu alto potencial 

biotecnológico, tendo sido isolada em diferentes culturas de interesse econômico 

(Anitha & Thangaraju, 2010; Crespo et al., 2011; Luna et al., 2011; Saravanan et 

al., 2008). Uma característica interessante desta bactéria é a tolerância a 

estresses ambientais (Intorne et al., 2009, 2012; Tejera et al., 2003). Neste 

estudo, utilizando mutantes bacterianos de G. diazotrophicus, defectivos para 

biossíntese e transporte da molécula PQQ, objetivou-se compreender a 

importância desta molécula na tolerância a estresses abióticos, uma vez que é 

descrita como protetora contra danos oxidativos (Misra et al., 2012). 

Um modelo de como acontece a biossíntese da molécula PQQ em G. 

diazotrophicus é proposto (Figura 11). Nesta bactéria, existem cinco genes que 

participam deste processo pqqABCDE e acredita-se que eles estejam 

organizados em operon (Intorne et al., 2009). Inicialmente um precursor glutamato 

ou tirosina é convertido a S-adenosil-metionina (SAM) pela ação da proteína 

PQQA. Como já observado em Klebsiella pneumoniae, também uma bactéria 

gram-negativa, é possível que PQQE sintetase transforme SAM em uma forma 

intermediária de PQQ, 3a-(2-amino-carboxietil)-4,5-dioxo-4,5,6,7,8,9-

hexahidroquinolina-7,9-ácido dicarboxílico (AHQQ) (Meulenberg et al., 1992). 

PQQC catalisa a última etapa da via de biossíntese da molécula PQQ. Acredita-

se que, similarmente a outras bactérias, a proteína PQQB atue como 

transportadora de PQQ do citoplasma para o periplasma. Ainda não foi elucidado 

o papel de PQQD na via de biossíntese de PQQ, no entanto, existem evidências 

de que esta proteína participe de diferentes etapas durante este processo 

(Puehringer et al., 2008). 
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Figura 11 - Modelo proposto da via de biossíntese d e PQQ em 
Gluconacetobacter diazotrophicus. Inicialmente, um precursor glutamato ou 
tirosina é convertido a S-adenosil-metionina (SAM) pela ação da proteína PQQA. 
Então, PQQE sintetase transforma SAM em uma forma intermediária de PQQ, 
chamada de 3a-(2-amino-carboxietil)-4,5-dioxo-4,5,6,7,8,9-hexahidroquinolina-
7,9-ácido dicarboxílico (AHQQ), já descrita em outros organismos. Em seguida, 
PQQC catalisa a última etapa da via de biossíntese da molécula PQQ. A proteína 
PQQB deve atuar como transportadora de PQQ do citoplasma para o periplasma, 
onde PQQ vai atuar como cofator da enzima glicose desidrogenase (GDHA). 
Esse processo respiratório acontece na região periplasmática, sob altas tensões 
de oxigênio (pO2), enquanto no citoplasma, as tensões de O2 são baixas, 
permitindo o perfeito funcionamento da nitrogenase, que vai fazer a fixação 
biológica de nitrogênio. Ainda não foi elucidado o papel de PQQD na via de 
biossíntese de PQQ. PQQ: pirroloquinolina quinona 
 
 
 

Após a obtenção da curva de crescimento microbiano, foi possível 

observar menor crescimento dos mutantes quando comparados à bactéria 

selvagem. Resultado semelhante foi observado para mutantes de E. coli 

defectivos na via de biossíntese de PQQ, em que mostraram atraso na fase lag e, 

consequentemente, um menor crescimento (Andreeva et al., 2011). Sun et al. 

(2014), estudando a produção de PQQ em E. coli e Klebsiella pneumoniae 

recombinantes, demonstraram que a produção de PQQ é proporcional à 

concentração de glicose, afirmando a existência de um sinergismo entre a 

biossíntese de PQQ, metabolismo de glicose e a proliferação celular nestas 

bactérias. No nosso estudo, os mutantes ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE, defectivos 

para a biossíntese e transporte de PQQ, apresentaram menor crescimento em 

comparação ao mutante ▲gdhA e à bactéria selvagem, sugerindo a importância 

dessa via no metabolismo de glicose e, consequente, multiplicação celular em G. 

diazotrophicus. 
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No intuito de verificar o papel da molécula PQQ na tolerância a estresses 

abióticos em G. diazotrophicus, foi feito ensaio em meio líquido suplementado 

com diferentes agentes estressantes. O mutante ▲gdhA apresentou sensibilidade 

aos metais pesados e a paraquat. O gene gdhA codifica uma enzima glicose 

desidrogenase, que tem como cofator a molécula PQQ em G. diazotrophicus. 

Essa enzima é responsável pela conversão de glicose a ácido glucônico (Rucker 

et al., 2009). Possivelmente, a ausência dessa enzima no periplasma 

desencadeia aumento da glicólise dentro da célula. Aumento na atividade celular 

para degradação da glicose e presença do agente estressante paraquat podem 

induzir produção de espécies reativas de oxigênio (EROs). Assim, o PQQ 

presente no interior da célula é insuficiente para desintoxicar a célula dos EROs 

produzidos, refletindo uma maior sensibilidade desse mutante ao estresse 

oxidativo provocado por paraquat.   

Os mutantes ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE apresentaram respostas 

diferentes quando submetidos aos agentes estressantes testados. O mutante 

▲pqqB mostrou maior tolerância aos estresses causados por metais e paraquat. 

Acredita-se que o gene pqqB codifique uma protéina que atua no transporte de 

PQQ da membrana plasmática para o periplasma (Figura 11), não interferindo 

diretamente na produção da molécula (Shen et al., 2012). Diante disso, o 

resultado sugere que, com acúmulo de PQQ no citoplasma bacteriano, a molécula 

atue como antioxidante, protegendo a célula contra os danos oxidativos causados 

diretamente por paraquat e indiretamente por cádmio, cobalto e zinco.  

O mutante ▲pqqC foi tolerante ao paraquat. Este gene codifica uma 

proteína que atua na última etapa de biossíntese da molécula PQQ (Puehringer et 

al., 2008). Os resultados sugerem que o produto intermediário (sem a ação do 

catalisador PQQC) dessa proteína tem características que protegem a célula 

contra o estresse oxidativo (Figura 11). Já o ▲pqqE apresentou alta taxa de 

inibição (57%) ao paraquat. Esse gene codifica uma enzima sintetase que atua na 

primeira etapa da via de biossíntese da molécula PQQ (Figura 11) (Puehringer et 

al., 2008). Sendo assim, no mutante ▲pqqE, não há produção PQQ, o que 

explica sua sensibilidade ao estresse oxidativo. Os mutantes ▲pqqC e▲pqqE 

apresentaram sensibilidade aos metais pesados, o que não foi observado para o 

mutante ▲pqqB. Tal fato sugere que a molécula PQQ, além de atuar contra o 
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estresse oxidativo, também protege a célula de danos causados por metais 

pesados.  

A molécula PQQ é descrita como antioxidante. Foi observado em células 

de E. coli transgênica que a expressão de genes da síntese de PQQ afetou a 

tolerância a estresse oxidativo e a atividades das enzimas catalase e superóxido 

dismutase (Khairnar et al., 2003). Mishra et al.(2004), tendo mostrado que a 

radioproteção e a proteção a estresse oxidativo, causadas por PQQ em bactérias, 

são consequência da habilidade dessa molécula atuar como antioxidante, 

removendo as espécies reativas de oxigênio. 

G. diazotrophicus já foi relatada como tolerante a estresse salino 

(Hartmann et al., 1991). Observou-se que somente ▲pqqB apresentou 

sensibilidade ao NaCl, sugerindo que a molécula PQQ não participa diretamente 

na proteção contra estresse iônico e osmótico causado por este sal.  

Estudos revelam que estresses iônico e osmótico em bactérias podem 

desencadear formação de EROs (França et al., 2007; Shirkey et al., 2000). 

Nossos resultados sugerem que PEG, um estressor osmótico, desencadeia 

formação de EROs em G. diazotrophicus, porque os mutantes ▲pqqC e ▲pqqE, 

que não são capazes de sintetizar a molécula antioxidante PQQ, apresentaram 

sensibilidade quando expostos a PEG. No entanto, o mesmo não foi observado 

para NaCl, em que os mutantes ▲pqqC e ▲pqqE apresentaram a mesma 

tolerância observada na bactéria selvagem. Esses dados sugerem que o NaCl 

causa apenas estresse iônico e osmótico em G. diazotrophicus, não acarretando 

formação de EROs.  

A adição de PQQ sintético inibiu o crescimento do mutante ▲pqqB, 

sugerindo que a molécula PQQ atua como agente estressante para esta estirpe. 

Interessante notar que, na bactéria selvagem e no mutante ▲gdhA, a adição de 

PQQ causou aumento na tolerância a paraquat, uma vez que essas bactérias 

sintetizam PQQ, e provavelmente tenham ocorrido acúmulo dessa molécula e, 

consequentemente, maior proteção contra estresse oxidativo. Já para os 

mutantes ▲pqqC e ▲pqqE, a presença de PQQ sintético não interferiu na 

tolerância. Para ▲pqqC, isso pode ter acontecido porque esse mutante já 

apresentava uma alta tolerância a paraquat. Assim, estudos objetivando entender 

o mecanismo de atuação de PQQ sintético devem ser conduzidos no intuito de 



43 
 

 

identificar os mecanismos de ação dessa molécula na tolerância a estresses 

osmótico e iônico.  

Ao analisar a capacidade de fixar nitrogênio, pode-se observar que todos 

os mutantes perderam essa característica na ausência de PQQ. A enzima glicose 

desidrogenase, na ausência do cofator PQQ, perde sua atividade, que é 

transformar glicose em ácido glucônico no espaço perisplamático (Figura 11). 

Com isso, outras enzimas atuam nesse processo, aumentando a atividade 

metabólica e a produção EROs, o que, provavelmente, inibe a atividade da 

nitrogenase e, consequentemente, a fixação biológica de nitrogênio (Alquéres et 

al., 2010). Logo, a molécula PQQ é importante para o processo de FBN em G. 

diazotrophicus, provavelmente, em decorrência de seu papel como molécula 

antioxidante. 

Nos ensaios em que foi utilizado H2O2 como agente estressante, todos os 

mutantes mostraram maior tolerância em relação à selvagem, mostrando que, 

para este estresse, PQQ não apresenta atividade antioxidante. Assim, novos 

ensaios devem ser conduzidos no propósito de entender quais processos são 

afetados pelo peróxido de hidrogênio em G. diazotrophicus, que expliquem sua 

sensibilidade e, ao mesmo tempo, compreendam por que razão, para este agente 

estressante, a molécula PQQ não atua como antioxidante. 

Para identificar o papel de PQQ durante a interação bactéria-planta, foi 

feito um ensaio de promoção do crescimento em A. thaliana. Os mutantes para 

via de PQQ não promoveram crescimento de A. thaliana quando comparados à 

bactéria selvagem. Choi et al. (2008) verificaram que a adição de PQQ sintético 

promoveu crescimento de plantas de pepino. Além disso, neste mesmo estudo, a 

inoculação de Pseudomonas fluorescens, bactéria produtora de PQQ, aumentou 

o peso da planta, o número total de flores e frutos em plantas de tomate em 

cultivo hidropônico. A molécula PQQ é também importante na promoção do 

crescimento de feijão por Pseudomonas aeruginosa (Ahmed & Shahad, 2010). 

Portanto, os dados obtidos neste estudo ratificam a hipótese de PQQ como 

molécula promotora de crescimento vegetal.  

Assim, os dados obtidos nesse estudo abrem perspectivas interessantes 

para uso de micro-organismos produtores de PQQ na agricultura, visto que, além 

de apresentar função na promoção do crescimento vegetal, esta molécula 

desempenha papel importante na tolerância a estresses ambientais, podendo se 
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tornar uma ferramenta importante na busca de sistemas agrícolas sustentáveis e 

produtivos. No entanto, novos estudos devem ser feitos para compreender os 

mecanismos moleculares envolvidos na biossíntese de PQQ bem como os fatores 

envolvidos na interação de plantas com bactérias produtoras da molécula PQQ. 

 
 
 
 

3.1.6 CONCLUSÕES 
 
 
 

� Os mutantes ▲gdhA, ▲pqqB, ▲pqqC e ▲pqqE apresentam taxa de 

multiplicação celular diferentes. 

� Mutações nos genes pqqC e ▲pqqE da via de biossíntese PQQ aumentam 

a sensibilidade da bactéria aos estresses provocados por metais e 

paraquat. 

� PQQ exógeno aumenta a tolerância de G. diazotrophicus ao estresse 

causado por paraquat, revelando que PQQ atua como molécula protetora 

contra estresse oxidativo.  

� Mutações nos genes de biossíntese e transporte de PQQ prejudicam a 

fixação biológica de nitrogênio. 

� Plantas inoculadas com bactérias mutantes para via de biossíntese e 

transporte de PQQ apresentaram menor massa fresca de parte aérea e 

raiz, revelando o papel dessa molécula como promotora do crescimento 

em A. thaliana. 

� Mutantes da via de biossíntese e transporte de PQQ colonizam plantas de 

A. thaliana, porém não atuam na promoção do crescimento.  
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3.2. Pirroloquinolina quinona (PQQ): fator de promo ção do crescimento em 

plantas de Arabidopsis thaliana 

 
 
 
 

3.2.1. INTRODUÇÃO 
 
 
 

As plantas necessitam de diversos compostos tais como água, nutrientes 

e hormônios para seu crescimento e desenvolvimento. A maior parte das 

substâncias indispensáveis para seu desenvolvimento é produzida pelos próprios 

vegetais, enquanto outras necessitam ser adquiridas de fontes externas. A 

associação entre plantas e bactérias promotoras do crescimento vegetal auxilia 

direta e indiretamente o melhor desenvolvimento da planta hospedeira. Tais 

bactérias são capazes de disponibilizar para planta diferentes compostos capazes 

de promover crescimento vegetal, como a pirroloquinolina quinona (PQQ). Este 

composto, exclusivamente produzido por algumas espécies de micro-organismos, 

é um cofator de enzimas desidrogenases bacterianas, desempenha função 

antioxidante, atua no controle de patógenos e participa na solubilização de fosfato 

(Misra et al., 2012).  

PQQ tem importância não só para as bactérias que as produzem, mas 

também para plantas e animais. Em decorrência da associação entre plantas e 

bactérias, PQQ tem sido identificado em uma variedade de plantas (Kumazawa et 

al., 1995; Mitchell et al., 1999; Noji et al., 2007) e também já foi descrito como 

uma vitamina do complexo B (Kasahara e Kato, 2003). Estudos conduzidos em 

animais mostram que PQQ participa de diferentes funções biológicas, 
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beneficiando a sobrevivência das células, visto que melhora a sobrevivência 

neonatal e a performance reprodutiva, além de proteger as células de eventos 

cardíacos e neurológicos (Rucker e Chowanadisai, 2009). Uma das descobertas 

mais surpreendentes com PQQ nos últimos anos é sua capacidade de estimular a 

biogênese mitocondrial, atuando contra o envelhecimento celular e os efeitos 

danosos provenientes deste processo (Chowanadisai et al., 2010).  

Embora PQQ seja importante para plantas e animais, a maioria dos 

estudos com esta molécula é feita em sistemas animais. Seu papel em plantas foi 

pouco explorado, apesar de já ter sido relatado o potencial dessa molécula para 

estes sistemas. PQQ foi caracterizado como uma molécula promotora do 

crescimento vegetal em pepino, feijão e tomate (Choi et al., 2008; Ahmed e 

Shahab, 2010). Além disso, foi relatada sua participação na solubilização de 

fósforo (Han et al., 2008) e demonstrado que genes relacionados à biossíntese de 

PQQ, quando expressos em Azotobacter, ampliaram seu potencial de uso como 

biofertilizante (Sashidhar e Podile, 2010).  

A participação de PQQ na tolerância a estresses ambientais tem sido 

descrita principalmente para estresse oxidativo em bactérias (Khairnar et al, 

2003), em plantas (Choi et al., 2008) e em mamíferos (He et al., 2003), visto que, 

devido a seu potencial antioxidante, PQQ atua na limpeza de espécies reativas de 

oxigênio (Choi et al., 2008). 

Portanto, pelas suas interessantes características, PQQ tem um grande 

potencial a ser explorado em sistemas vegetais. Elucidar como esta molécula 

atua na promoção do crescimento vegetal e quais os mecanismos moleculares 

envolvidos nesta característica podem contribuir para o desenvolvimento de 

estratégias no sentido de melhorar a produtividade em sistemas agrícolas. 

 
 
 
 

3.2.2. REVISÃO 
 
 
 

3.2.2.1. Pirroloquinolina-quinona (PQQ) e a promoçã o do crescimento 

vegetal 
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Pirroloquinolina quinona [4, 5-di-hidro-4, 5-dioxo1H-pirrolo [2, 3-f] 

quinolina-2, 7, 9-ácido tricarboxílico] é uma quinona ortoaromática, tricíclica, que 

atua como cofator redox de várias desidrogenases bacterianas (Ahmed & 

Shahad, 2010). Apresenta solubilidade em água, estabilidade ao calor e é capaz 

de catalisar contínuos ciclos redox, bem como reações de desaminação oxidativa 

(Rucker et al., 2009). Trata-se de uma molécula versátil, que atua em processos 

fisiológicos e bioquímicos, tais como na tolerância a estresse oxidativo e na 

promoção do crescimento vegetal (Misra et al., 2012).  

PQQ é uma molécula encontrada exclusivamente em alguns micro-

organismos. A associação destes micro-organismos produtores de PQQ com 

plantas é responsável pela detecção desta molécula em uma variedade de 

alimentos, tais como batata, banana, tomate e maçã (Kumazawa et al., 1995; 

Mitchell et al., 1999; Noji et al., 2007). Além disso, PQQ tem sido classificada 

como uma vitamina do complexo B (Kasahara e Kato, 2003), ainda que esta 

descrição seja questionada por alguns pesquisadores (Rucker et al., 2005). Em 

mamíferos, o PQQ participa na regulação do crescimento e diferenciação celular, 

na proteção das células contra danos oxidativos, atua em mecanismos de 

transdução de sinais em vários processos biológicos (Misra et al., 2012; Rucker e 

Chowanadisai, 2009) e reverte efeitos deletérios provenientes do processo de 

envelhecimento (Chowanadisai et al., 2009). 

Em plantas, PQQ atua como uma molécula capaz de promover 

crescimento vegetal, como resultado de sua atividade antioxidante, da sua 

participação no processo de solubilização de fosfato, na participação na produção 

de substâncias antimicrobianas e na sua atuação no controle de patógenos. Choi 

et al. (2008) demonstraram que PQQ promoveu crescimento de plantas de 

Cucumis sativus, pela defesa de células contra os danos causados por H2O2, 

ratificando seu potencial como molécula antioxidante. Bactérias portadoras de 

genes da biossíntese completa de PQQ, quando inoculadas em plantas, 

mostraram atividade na promoção do crescimento vegetal (Ahmed & Shahad, 

2010). 

A participação de PQQ na solubilização foi identificada em bactérias que 

utilizam a holoenzima GDH-PQQ para solubilizar tanto fósforo orgânico como 

inorgânico e assim promover crescimento vegetal (Han et al., 2008). 

Rizobactérias transformadas com os genes da via de biossíntese de PQQ 
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também apresentaram fenótipo de solubilização de fosfato mineral (MPS) 

(Sashidhar e Podile, 2010). Wagh et al. (2014) fizeram a expressão heteróloga de 

genes da biossíntese de PQQ em Herbapirillum seropedicae, sendo, 

posteriormente, também observado o fenótipo de solubilização de fosfato. 

3.2.2.2. Papel dos hormônios no crescimento das pla ntas 

Assim como PQQ atua no crescimento vegetal, existem outras 

substâncias que também desempenham esse papel, como os hormônios. 

Fitormônios são compostos químicos produzidos em pequenas quantidades e que 

têm atividade em baixas concentrações, sendo responsáveis por controlar e 

regular várias funções relacionadas ao crescimento, metabolismo e reprodução 

tecido-específico em plantas. Durante muito tempo, eram descritos apenas cinco 

classes de hormônios em plantas - auxinas, citocininas, giberelinas, ácido 

abscísico e etileno. Entretanto, outros hormônios foram descobertos 

posteriormente, como estrigolactonas, brassinosteroides, jasmonatos, ácido 

salicílico, poliaminas e óxido nítrico (Spaepen, 2015). 

As auxinas são envolvidas em muitos aspectos do crescimento e 

desenvolvimento, como elongamento do caule e raiz, estimulação da divisão 

celular, indução do crescimento de raízes laterais e adventícias, atuação na 

dominância apical, na diferenciação de tecidos vasculares, no gravitropismo e no 

fototropismo. O hormônio citocinina promove divisão celular e diferenciação de 

tecidos meristemáticos de caules e raízes, estando envolvido no processo de 

atraso da senescência, na formação de órgãos, desenvolvimento de raízes e 

pelos radiculares e na expansão foliar. As giberelinas estão envolvidas em 

processos de divisão celular e elongamento durante todos os estágios de 

desenvolvimento das plantas (da germinação da semente até o crescimento dos 

frutos). Além disso, o balanço com outros hormônios é determinante para o papel 

das giberelinas. O ácido abscísico (ABA) induz a abertura e o fechamento 

estomático, o amadurecimento dos frutos e inibe a germinação de sementes. É 

envolvido também na dormência do embrião e na proteção contra estresses 

abióticos. O único hormônio gasoso é o etileno (ET), que atua na regulação de 

processos fisiológicos como a germinação de sementes, expansão celular, 

senescência e abscisão. Também atua na defesa da planta contra patógenos e 

em condições de estresses abióticos (Davies, 2010). 



49 
 

 

Entre os novos hormônios identificados, ácido salicílico, brassinosteroides 

e jasmonatos têm sido bem caracterizados. O ácido salicílico (SA) participa em 

diversos processos celulares, como na germinação de sementes, estabilização de 

plântulas, crescimento de células, respiração, abertura estomática, expressão de 

genes associados à senescência, termotolerância basal e nodulação em plantas 

leguminosas (Vlot, Dempsey e Klessig, 2009). Além disso, atua na reação a 

estresses bióticos e abióticos e ativa sistemas antioxidantes (Bandurska et al., 

2013).  

Os brassinosteroides regulam o crescimento e desenvolvimento das 

plantas e desempenham papel essencial nos estágios iniciais de crescimento 

vegetal, controlando processos como germinação de sementes, estiolamento, 

crescimento vegetativo, desenvolvimento estomático, florescimento e fertilidade 

(Clouse, 2011; Zhu et al., 2013). 

Ácido jasmônico (JA) e seus derivados modulam aspectos relacionados 

ao amadurecimento dos frutos, produção de pólen viável, desenvolvimento 

reprodutivo, crescimento de raiz e na defesa contra insetos e patógenos (Browse, 

2009). 

3.2.2.3. Hormônios e regulação da resposta imune 

Além de serem essenciais durante todo o desenvolvimento vegetal, os 

fitormônios também estão envolvidos nos processos de defesa vegetal. Quando 

submetidas a estresses bióticos e abióticos, as plantas sofrem alterações na 

concentração e sensibilidade hormonais, acionando uma série de respostas de 

defesa. Dependendo da infecção e do patógeno, a planta é estimulada a sintetizar 

um ou mais hormônios (Alcázar et al., 2011; De Vos et al., 2005) e esta regulação 

permite que as plantas rapidamente se adaptem a estresses de uma maneira 

mais eficiente (Pieterse et al., 2009). 

A descoberta inicial da participação dos fitormônios na imunidade vegetal 

vem de estudos com A. thaliana e com tabaco (Nicotiana tabacum). Utilizando 

linhagens mutantes e transgênicas destas plantas, deficientes na biossíntese, 

percepção ou sinalização de hormônios, foi possível mostrar as graves alterações 

nos níveis de resistência a patógenos. A partir destes estudos, descobriu-se que 

patógenos com estilo de vida biotrófico são geralmente sensíveis a respostas de 

defesa reguladas por SA, enquanto patógenos necrotróficos e insetos herbívoros 
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são controlados por respostas de defesa desencadeadas por JAs e ET 

(Glazebrook, 2005; Howe, 2004; Thomma et al., 2001). 

O SA é o hormônio mais importante na sinalização de resistência a 

doenças (Vlot et al., 2009). A biossíntese de SA é desencadeada durante o 

reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) por 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs) presentes na superfície celular 

vegetal. Além disso, também ocorre  indução da síntese de SA após o 

reconhecimento de moléculas efetoras patogênicas por proteínas de 

reconhecimento vegetal (Mishina e Zeier, 2007).  

Jasmonatos e seus metabólitos são sintetizados através da via de 

biossíntese de oxilipina, contra o ataque de patógenos e insetos (Gfeller et al., 

2010). Exercem controle direto sobre a produção de compostos químicos de 

defesa que conferem resistência a diversos organismos associados a vegetais, 

desde patógenos microbianos até vertebrados herbívoros (Campos et al., 2014). 

Evidências indicam que a síntese de jasmonatos é controlada a nível pós-

transcricional, via ativação de enzimas de biossíntese preexistentes (Wasternack 

e Hause, 2013). 

Diversos estudos mostram que as vias de SA e JA/ET são antagônicas 

(Koornneef et al., 2008; Mur et al., 2006; Spoel et al., 2007), embora evidências 

de sinergismo já tenham sido também relatadas em alguns trabalhos, como, por 

exemplo, um estudo que mostrou que interações entre SA e JA parecem otimizar 

a resposta imune contra Pseusdomonas syringae (Spoel et al., 2003). No entanto, 

na natureza, as plantas são simultânea e sequencialmente atacadas por 

diferentes patógenos, que têm os mais variados estilos de vida e estratégias de 

infecção. Assim, o antagonismo entre SA e JA/ET representa um poderoso 

mecanismo que prioriza uma via sobre a outra, otimizando a resposta de defesa 

vegetal (Pieterse et al., 2012).  

Embora esteja bem caracterizado na literatura que SA, JAs e ET formam 

o eixo central da resposta imune (Howe, 2004; Loake & Grant, 2007; Pozo et al., 

2004; van Loon et al., 1998; von Dahl & Baldwin, 2007), posteriormente 

descobriu-se que outros hormônios vegetais, como ABA (Asselbergh et al., 2008; 

Mauch-Mani & Mauch, 2005), auxinas (Navarro et al., 2006; D. Wang et al., 2007), 

giberelinas (Navarro et al., 2008) e brassinosteroides (Nakashita et al., 2003; 

Shan et al., 2007), também atuam regulando a resposta imune. A participação 
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destes hormônios na modulação da resposta de defesa vegetal vem sendo 

elucidada nos últimos anos, sabendo-se, hoje, que desempenham diversos 

papéis durante a resposta imune, atuando em conjunto com o eixo SA – JA/ET 

(Navarro et al., 2008; Pieterse et al., 2009). 

A resposta imune vegetal se caracteriza pela abertura de canais de íons 

na membrana plasmática, acidificação do citoplasma, ativação de quinases, 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), produção de fitoalexinas e 

outras fitotoxinas, lignificação de tecidos, calose e outros reforços da parede 

celular, ativação de fatores de transcrição e transcrição de genes de defesa 

(Göhre & Robatzek, 2008; Grant & Lamb, 2006). 

Entre as respostas características da ativação do sistema imune vegetal, 

a produção de EROs tem sido extensivamente estudada nos últimos anos. Em 

geral, tanto estresses bióticos quanto abióticos induzem aumento da produção 

destas espécies (Fujita et al., 2006). EROs são redes sinalizadoras, altamente 

conservadas em organismos aeróbios, que controlam diferentes processos 

biológicos como crescimento e desenvolvimento (Mittler et al., 2011). EROs têm 

várias funções na resposta de defesa da planta, como, por exemplo, o peróxido 

de hidrogênio (H2O2) pode ser diretamente tóxico ao patógeno ou ainda estar 

envolvido com o fortalecimento da parede celular, uma vez que é necessário para 

a biossíntese de lignina (Torres et al., 2006). Entretanto, o acúmulo de EROs 

pode se tornar tóxico e por este motivo as células dispõem de mecanismos para 

detoxificar eficientemente estes radicais, incluindo enzimas antioxidantes que 

impedem a ação tóxica das EROs sobre as células vegetais. Entre estas enzimas, 

destacam-se as peroxidases, catalases, superóxido dismutases e glutationas 

transferases (Apel & Hirt, 2004). 

3.2.2.4. Proteômica 

Nos últimos anos, as técnicas de microarray e sequenciamento de 

transcritos têm sido amplamente utilizadas para caracterizar os transcriptomas de 

diferentes culturas com os mais diversos objetivos, como, por exemplo, 

compreender suas respostas moleculares às diversas condições ambientais a que 

estão expostas (Rensink e Buell, 2005; Varshney et al., 2009). Porém, os dados 

de expressão gênica isoladamente não são suficientes para mostrar a 

complexidade das diferentes respostas vegetais. Análises de biologia molecular e 
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bioinformática têm revelado que os níveis de transcrição observados em alguns 

organismos nem sempre são correlacionados com o perfil de proteínas 

encontrados nas amostras estudadas (de Godoy et al., 2008; Ghazalpour et al., 

2011). Assim, a identificação e a quantificação de proteínas sob diferentes 

condições tornam-se um campo de estudo imprescindível para a completa 

compreensão das respostas vegetais. 

O termo proteômica refere-se à descrição das proteínas de um 

organismo. Trata-se de um conjunto de técnicas que permitem identificar e 

caracterizar o nível de modulação das proteínas e as modificações em resposta a 

estímulos externos. Inicialmente, os estudos das proteínas baseavam-se apenas 

nos resultados de análises de perfis proteicos em eletroforese bidimensional. No 

entanto, após diversos avanços tecnológicos, principalmente das técnicas de 

sequenciamento, tem sido possível a identificação do perfil de proteínas através 

da espectrometria de massas (MS) (Vanderschuren et al., 2013). As vantagens 

desta técnica em relação às tradicionais no estudo de proteínas incluem uma 

ampla cobertura e a possibilidade de caracterizar modificações pós-traducionais, 

interações proteína-proteína e formação de complexos proteicos (Baginsky, 

2008). Além disso, os dados gerados por espectrometria podem ser confrontados 

com bancos de dados computacionais que têm milhares de sequências peptídicas 

e nucleotídicas, passíveis de serem convertidas em sequências de aminoácidos. 

As análises proteômicas têm sido utilizadas para verificar a dinâmica das 

proteínas durante a respostas de plantas a estresses bióticos e abióticos 

(Vanderschuren et al., 2013). Diversos estudos de proteômica foram conduzidos 

em plantas de arroz (Oryza sativa) e A. thaliana para avaliar respostas a 

estresses abióticos como frio, calor, seca, salinidade, ozônio, hipóxia, anoxia, 

herbicidas, condições inadequadas de luz, desbalanço na nutrição mineral, metais 

pesados, radioatividade e ferimentos mecânicos (Kosová et al., 2011). Além 

disso, estudos da interação planta-patógeno também têm utilizado a proteômica 

como ferramenta de estudo para avaliar a expressão das proteínas e elucidar as 

complexas redes de resposta da defesa vegetal (Mukherjee et al., 2010). 

Neste cenário, a proteômica tem um importante papel no entendimento 

acerca dos sistemas biológicos, uma vez que complementa as análises de 

transcriptômica e metabolômica. Portanto, a proteômica tornou-se uma 

ferramenta chave nos estudos dos sistemas biológicos, fornecendo informações 
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quantitativas e estruturais das proteínas, que são as principais moléculas 

determinantes das funções na célula (Baginsky, 2008). 

3.2.2.5.  Arabidopsis thaliana e seus mutantes para vias hormonais 

A Arabidopsis thaliana tem sido utilizada como um sistema modelo em 

estudos de várias áreas da Biologia Vegetal, principalmente pelas  características, 

que são de grande relevância na pesquisa, como o pequeno porte, ciclo de vida 

curto (5 a 6 semanas), alta fecundidade, genoma sequenciado (apresentando 

cinco cromossomos), habilidade para crescer em condições controladas e 

facilidade para geração de linhas mutantes e transgênicas (Page & Grossniklaus, 

2002). Tais características são fundamentais nos estudos de genética, biologia 

molecular e desenvolvimento vegetal, fornecendo informações sobre ação 

hormonal e vias de sinalização em resposta a condições ambientais (Koornneef & 

Meinke, 2010). 

A utilização de A. thaliana como modelo de estudo em genética molecular 

permitiu um avanço na área de obtenção de mutantes e transgênicos para 

diferentes processos biológicos, como, por exemplo, para as vias hormonais. A 

abordagem de pesquisa que utiliza mutantes hormonais é uma ferramenta de 

grande importância na elucidação dos diferentes mecanismos envolvidos na 

biossíntese e ação dos hormônios em plantas. 

 
 
 
 

3.2.3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 

3.2.3.1. Material vegetal e condições de cultivo 

Sementes de A. thaliana (COL-0), do transgênico NahG, bem como dos 

demais mutantes utilizados (abi4, aux1.7, ein2.1, ein3.1, npr1, eds1 e sid 2.2) 

foram gentilmente cedidas pelo Dr. Frederick Ausubel (Harvard Medical 

School,Boston, MA, USA). As sementes foram submetidas à desinfestação 

superficial em etanol 95% durante 1 min, seguida de solução de hipoclorito de 

sódio 50%, sob agitação, por 10 min. O excesso desses reagentes foi removido 
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mediante seis lavagens em água ultra-pura estéril. As sementes permaneceram 

imersas em água durante 48 h sob temperatura de 4 °C, antes da semeadura.  

3.2.3.2. Curva com PQQ sintético 

Após o período de quebra de dormência, as sementes foram germinadas 

em placas de seis poços em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) meia força, 

com sacarose 0.5% e tampão MÊS 0.05%, acrescido dos diferentes valores da 

curva de PQQ sintético (Marca Sigma), de 0, 1000, 2000, 3000, 4000 ou 5000 nM.  

As placas foram mantidas sob temperatura de 23 °C, 60% de umidade relativa, 70 

µmol m-2 s-1 de energia luminosa, com fotoperíodo de 12/12h. Após 12 dias, foi 

feita a avaliação das plantas. Os parâmetros analisados foram: comprimento da 

raiz principal, com auxílio de um paquímetro; número de raízes laterais; e massa 

fresca de planta inteira, utilizando balança analítica.  

3.2.3.3. Confirmação da promoção do crescimento de Col-0 com PQQ 

sintético 

Após identificação, foi feito o ensaio de confirmação da concentração de 

PQQ sintético, que apresentou efeito de promoção do crescimento em A. thaliana. 

Posteriormente, foi feito o ensaio de promoção com os mutantes de (abi4, aux 

1.7, ein2.1, ein3.1, npr1, eds1 e sid 2.2) e com o transgênico NahG. Todos os 

ensaios foram feitos nas mesmas condições descritas para a curva de PQQ, 

utilizando as concentrações de PQQ sintético (Marca Sigma) de 0, 3000nM. 

3.2.3.4. Análise proteômica 

3.2.3.4.1. Extração de proteínas totais 

Para as análises das proteínas diferencialmente reguladas por PQQ, foi 

feita a extração em três amostras controle e em três amostras tratadas com 3000 

nM de PQQ, cada amostra composta por três plântulas de A. thaliana de 12 dias. 

Seguiu-se a metodologia descrita por Balbuena et al.(2011) para a extração das 

proteínas totais dos tecidos. As amostras foram maceradas em microtubos de 

1,5mL, usando pistilo contendo 1mL de tampão de extração TCA/Acetona (TCA 
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10% em acetona com 20mM de dithiothreitol -DTT). Em seguida, foram incubadas 

por 60 minutos a -20ºC e, posteriormente, centrifugadas a 12.000g, a 4ºC, por 30 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com acetona gelada 

contendo 20mM de DTT. Após nova centrifugação a 12.000g por 5 minutos, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet secou à temperatura ambiente por 

aproximadamente 30 minutos. Os pellets foram então ressuspendidos em 0,5mL 

de tampão ureia/tioureia (7M ureia, 2M tioureia, 1% DTT, 2% triton-100, 0,5% 

pharmalyte, 1mM de phenylmethanesulfonylfluoride - PMSF) e mantidos sob 

agitação até completa homogeneização das amostras. As amostras foram 

centrifugadas a 12.000g, por 5 minutos, a 4ºC, e o sobrenadante proveniente 

desta centrifugação foi coletado e armazenado a -20ºC. 

3.2.3.4.2. Quantificação do conteúdo de proteínas t otais 

Para a quantificação das proteínas totais das amostras, utilizamos o 

método 2D-Quant Kit (GE Healthcare), segundo informações fornecidas pelo 

fabricante. A leitura da absorbância de cada amostra e da curva padrão foi feita 

em leitor de microplacas a 480 nm. 

 

3.2.3.4.3. Digestão das proteínas 

Antes da etapa de digestão com tripsina, as amostras foram precipitadas 

com metanol e clorofórmio. Para tal, inicialmente o volume das amostras foi 

ajustado para 100 µL, adicionado de 400 µL de metanol e então as amostras 

foram vortexadas. Em seguida, foram adicionados 100 µL de clorofórmio, e as 

amostras, novamente vortexadas. Para separação das fases, 300 µL de água 

foram adicionados a cada amostra. Posteriormente, foi feita uma centrifugação a 

14000 rpm durante 10 minutos. A fase superior foi descartada e adicionados 300 

µL de metanol. Uma nova centrifugação foi feita, e o sobrenadante foi descartado. 

O pellet secou a temperatura ambiente.   

A metodologia utilizada para a digestão de proteínas é a descrita por 

Calderan-Rodrigues et al.(2014). Foram adicionados 25 mL de 0,2% (v/v) de 

RapiGest® (Waters, Milford, CT, EUA) às amostras, que foram brevemente 

vortexadas e incubadas durante 15 minutos em um EppendorfThermomixer® a 80 
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° C. Posteriormente, 2,5 mL de ditiotreitol (DTT) 100 mM foram adicionados, e os 

tubos foram incubados a 60 ° C durante 30 min, sob agitação. Adicionaram-se 2,5 

mL de iodoacetamida 300 mM, seguido de agitação e incubação no escuro 

durante 30 min a temperatura ambiente. A digestão foi feita pela adição de 20 µL 

de solução de tripsina (50 ng mL-1) (V5111, Promega, Madison, WI, EUA) 

preparada em bicarbonato de amônio 50 mM. As amostras foram incubadas a 

37°C overnight. Em seguida, para a precipitação do RapiGest®, 10 mL de ácido 

trifluoroacético (TFA) 5% (v/v) foram adicionados e incubados a 37°C durante 90 

min, seguido por um passo de centrifugação de 30 min a 15000 g. As amostras 

foram transferidas para tubos "Total Recovery Vials” (Waters).  

3.2.3.4.4. Análise LC-MS/MS 

A análise de shotgun foi feita segundo metodologia descrita por Liu et al., 

2004. As amostras foram analisadas em um espectrômetro de massas SYNAPT 

G2 HDMS Si (nano cromatografia líquida de ultraeficiência acoplado a um 

espectrômetro de massas quadrupolo-tempo de voo, em tandem). Um UPLC 

nanoACQUITY ligado a um espectrômetro de massas SYNAPT G2-Si HDMS 

(Waters, Manchester, Reino Unido) foi utilizado para análise de LC-ESI-MS/MS. O 

espectrômetro de massa é operado em modo de resolução (modo V) e positivo 

com mobilidade iônica; transferência de energia de colisão de 19 a 45V, no modo 

de alta energia; cone de tensão e capilar de 30v e 2800v, respectivamente, e 

temperatura da fonte de 70 °C. Para os parâmetros do TOF, o tempo de 

verificação foi definido para 0.5s, em modo contínuo, e uma faixa de massa de 50 

a 2000 Da. 

O programa MassLinx foi utilizado na identificação de proteínas. A lista de 

peptídeos foi contrastada com a base de dados de proteínas do banco TAIR 

(www.arabidopsis.org). Após a identificação, as proteínas foram selecionadas de 

acordo com o coeficiente de variação e o nível de expressão, sendo então 

selecionadas as proteínas que apresentaram um coeficiente de variação abaixo 

de 0,5 e uma diferença de no mínimo 1,5 vezes na expressão. As proteínas 

selecionadas foram então submetidas à caracterização funcional, utilizando o 

programa Blast2Go (www.blast2go.com), e as proteínas diferencialmente 

expressas relacionadas a estresses bióticos foram visualizadas, utilizando o 

programa MapMan(Thimm et al., 2004). 
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3.2.3.5. Análises estatísticas 

Os resultados obtidos foram testados pela análise de variância (ANOVA). 

O teste Scott-Knott foi utilizado para mensurar a significância entre os tratamentos 

ao nível de 1% de significância, utilizando o software Genes (versão 2013.5.1) 

(Cruz, 2013). 

 
 
 
 

3.2.4. RESULTADOS 
 
 
 

3.2.4.1. Promoção do crescimento de A. thaliana por PQQ sintético 

Para verificar se PQQ sintético promove crescimento de A. thaliana, 

plântulas do ecótipo COL-0 foram testadas na presença de diferentes 

concentrações de PQQ, adicionado desde o início da germinação, em meio 

líquido. 

Após 12 dias de cultivo, foram feitas análises de massa fresca total de 

todos os tratamentos. Foi observado que as concentrações de 1000 e 2000nM 

não induziram efeito no crescimento das plantas (Figura 1). A promoção do 

crescimento foi observada em plantas de A. thaliana na presença de 

concentrações de 3000, 4000 e 5000 nM de PQQ sintético, que forneceram 

respostas semelhantes (Figura 1). Diante dos resultados obtidos, a concentração 

escolhida para os ensaios subsequentes foi de 3000nM. 
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Figura 1 - Efeito de diferentes concentrações de PQ Q sintético no 
crescimento de plantas de A. thaliana, ecótipo COL-0 . Massa fresca total de 
plântulas de COL-0 crescidas durante 12 dias em contato com 0, 1000, 2000, 
3000, 4000 ou 5000 nM de PQQ sintético.  
 
 
 

3.2.4.2. Efeito do PQQ sobre o comprimento da raiz principal, número de 

raízes laterais e massa fresca total 

O efeito do PQQ sobre a massa fresca total, comprimento de raiz principal 

e número de raízes laterais de plântulas de A. thaliana foi avaliado após 12 dias 

de cultivo in vitro.  

Não foram observadas diferenças entre o controle e o tratamento com 

PQQ para os parâmetros comprimento de raiz principal e número de raízes 

laterais (Figura 2). Porém, a presença da molécula PQQ no meio de cultura 

promoveu um acréscimo de massa fresca total de 37% nas plantas tratadas 

quando comparadas às plantas controle (Figura 2), confirmando ser esta molécula 

promotora de crescimento vegetal em A. thaliana.  
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Figura 2 - Efeito de PQQ sintético em diferentes pa râmetros de crescimento 
de plantas de A. thaliana, ecótipo COL-0. Comprimento da raiz principal (A), 
número de raízes laterais (B) e massa fresca total (C) de plântulas de Col-0 
crescidas durante 12 dias em contato com 3000nM de PQQ sintético.  
 
 

3.2.4.3. Análise Proteômica 

Visando a caracterizar o perfil de proteínas reguladas em plântulas de A. 

thaliana expostas a PQQ, foram conduzidas análises de proteômica comparativa 

através de espectrometria de massas. Para estas análises, foi feita extração de 

proteínas de plântulas cultivadas por 12 dias na presença de 3000nM de PQQ 

sintético. Foram consideradas diferencialmente expressas as proteínas que 

apresentaram níveis de indução ou de repressão maiores ou iguais a 1,5 vezes 

em relação às plantas controle. Foram identificadas 1175 proteínas totais, destas 

375 foram diferencialmente reguladas por PQQ, sendo 193 reprimidas e 182 

induzidas. 

As proteínas diferencialmente expressas foram submetidas à análise 

funcional, utilizando a plataforma Blast2Go. As proteínas foram classificadas de 

acordo com o processo biológico do qual participam, podendo uma mesma 

proteína participar de mais de um processo. Verificou-se semelhança nos 

processos celulares induzidos e reprimidos, com diferenças apenas na 

porcentagem de regulação. Os principais processos regulados, com regulação 

acima de 60%, foram: processos biossintéticos, de metabólicos celulares, 

primários e de substâncias orgânicas, metabólicos de compostos de nitrogênio e 

em resposta a estresse (Figuras 3 e 4).  
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Figura 3 - Classificação funcional das proteínas in duzidas por PQQ em 
Arabidopsis thaliana. Anotação funcional das proteínas classificadas como 
induzidas em plântulas de COL-0, crescidas durante 12 dias, em contato com 
3000nM de PQQ sintético, em comparação com as plantas controle. 
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Figura 4 - Classificação funcional das proteínas re primidas por PQQ em 
Arabidopsis thaliana. Anotação funcional das proteínas classificadas como 
reprimidas em plântulas de COL-0, crescidas durante 12 dias, em contato com 
3000nM de PQQ sintético, em comparação com as plantas controle. 

 
 
 
Ao avaliar os dados de proteômica através do software MapMan, para 

vias relacionadas aos processos metabólicos em geral, foi demonstrada a 

regulação de proteínas relacionadas a diferentes processos celulares. Foram 

identificadas 24 proteínas relacionadas ao ciclo de Calvin, das quais 19 foram 

reprimidas. Entre as proteínas identificadas, estão as ribuloses e frutose bifosfato. 

Nas vias de fotorrespiração, das 11 proteínas identificadas, somente duas foram 

induzidas. Ao analisar as proteínas de parede celular, foram encontradas 14 

proteínas induzidas (Figura 5). 
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Figura 5 - MapMan das proteínas diferencialmente re guladas por PQQ 
relacionadas à metabolismo. MapMan “metabolism overview” das proteínas 
diferencialmente expressas em plântulas de 12 dias de A. thaliana Col-0 tratadas 
com 3000 nM por 12 dias. Proteínas induzidas são indicadas em azul e 
reprimidas, em vermelho. 
 

 
 
Ao analisar os dados de Mapman para categorização por estresse biótico, 

verifica-se relação entre crescimento vegetal e defesa das plantas, com indução 

das proteínas relacionadas aos hormônios de crescimento e a repressão de 

proteínas de defesa. Interessantemente, oito proteínas Glutationa-S-transferases 

foram identificadas. Destas proteínas, sete apresentaram repressão pela adição 

da molécula PQQ. Proteínas de sinalização e as relacionadas a estresse abiótico 

apresentaram padrões de indução e repressão, não sendo observada resposta 

definida. Foram identificadas 38 proteínas relacionadas ao estado redox, sendo 

15 induzidas. Entre as proteínas envolvidas com estresse oxidativo, encontramos 

oxirredutases, catalases, glutationas, peroxidades, superóxido dismutase e 

redutases.  

Quanto às vias hormonais, observou-se indução de cinco proteínas 

relacionados à auxina, uma para ABA, seis para ácido jasmônico e, para etileno, 
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duas proteínas apresentaram forte repressão, sendo uma ACC sintase e a outra 

da família de estresse universal. Foram identificadas quatro proteínas PR, sendo 

uma proteína LRR relacionada à resistência a doenças, uma com função 

desconhecida, enquanto duas ATPases foram reprimidas. Das onze proteínas 

peroxidases identificadas, seis foram induzidas e cinco, reprimidas. 

 
 
 

 

Figura 6 - MapMan das proteínas diferencialmente re guladas por PQQ 
envolvidas na resposta a estresses bióticos. MapMan “biotic stress” das 
proteínas diferencialmente expressas em   plântulas de 12 dias de A. thaliana Col-
0 tratadas com 3000 nM por 12 dias. Proteínas induzidas são indicadas em azul e 
reprimidas, em vermelho. 
 
 
 
3.2.4.4. Participação das vias hormonais na respost a de A. thaliana ao PQQ 

A promoção do crescimento de A. thaliana (COL-0) foi induzida pela 

concentração de 3000nM de PQQ. Neste contexto, avaliou-se a importância de 

vias hormonais no processo de promoção do crescimento, através de ensaios de 
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promoção do crescimento induzida por PQQ, em diferentes mutantes de A. 

thaliana afetados em diferentes vias hormonais.  

Ao analisar a massa fresca total, observou-se que os mutantes aux1.7, 

abi4, ein2.5 e o transgênico NahG, tratados com PQQ, apresentaram maior 

massa fresca total quando comparados ao tratamento controle. Os ganhos no 

peso foram de 36,2%, 27%, 43,3%, 14.6% e 14,5% respectivamente. Foi 

observado que as plantas mutantes apresentaram maior crescimento quando 

comparadas ao ecótipo COL-0. Interessantemente, os mutantes eds-1, npr1 e 

sid2.2, todos da via do ácido salicílico, e o mutante ein3-1, da via do etileno, não 

apresentaram diferença no parâmetro de massa fresca total, sugerindo que a via 

desses hormônios é importante para a promoção do crescimento em resposta ao 

PQQ em A. thaliana (Figura 7).  

 
 
 

 

Figura 7 - Análise do efeito de PQQ sintético na ma ssa fresca total de 
plantas de A. thaliana, ecótipo COL-0 e mutantes hormonais.  A molécula 
PQQ, na concentração de 3000 nM, foi adicionada ao meio MS e, após 12 dias, 
avaliada a massa fresca total. 

 
 
 
Para o parâmetro comprimento de raiz, foram observadas diferenças nos 

mutantes aux1.7 e abi4, em que a adição da molécula PQQ promoveu maior 
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crescimento da raiz principal. Já para os mutantes NahG e npr1, o efeito foi 

contrário, tendo ocorrido inibição do crescimento radicular na presença da 

molécula (Figura 8). 

 
 
 

 

Figura 8 - Análise do efeito de PQQ sintético no co mprimento de raiz 
principal em plantas de A. thaliana, ecótipo COL-0 e mutantes hormonais.  A 
molécula PQQ, na concentração de 3000nM, foi adicionada ao meio MS e, após 
12 dias, foi avaliado o comprimento da raiz principal.  
 
 
 

Para o parâmetro “número de raízes laterais”, a maioria dos mutantes não 

apresentou diferenças em relação à planta selvagem COL-0. Entretanto, para o 

mutante abi4 e o transgênico NahG, houve resposta distinta, com maior número 

de raízes laterais na presença de PQQ sintético (Figura 9). 
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Figura 9 - Análise do efeito de PQQ sintético no nú mero de raízes laterais 
em plantas de A. thaliana, ecótipo COL-0 e mutantes hormonais.  A molécula 
PQQ, na concentração de 3000nM, foi adicionada ao meio MS e, após 12 dias, foi 
avaliado o número de raízes laterais. 

 
 
 
 

3.2.5. DISCUSSÃO 
 
 
 
A importância da molécula PQQ tem sido estudada nos últimos anos, uma 

vez que ela participa de vários processos em animais, vegetais e humanos (Misra 

et al., 2012). A principal característica desta molécula é seu efeito antioxidante 

(Singh et al., 2015). Seu papel como molécula promotora do crescimento vegetal 

já foi descrito em pepino, tomate e feijão (Choi et al., 2008; Ahmed e Shahab, 

2010). Porém, ainda não se sabe qual mecanismo de ação da molécula e 

responsável por tal efeito. 

Acredita-se que a atividade antioxidante da molécula PQQ seja essencial 

para promoção do crescimento vegetal. Foi verificado em folhas de pepino que o 

tratamento com PQQ sintético foi efetivo na eliminação de peróxido de hidrogênio 

(Choi et al., 2008). PQQ é, pelo menos, 100 vezes mais eficiente na capacidade 

redox quando comparado ao ácido ascórbico, isoflavonoides e compostos 

fenólicos (Stites et al., 2000). Outro importante processo no qual PQQ atua, que 
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pode estar envolvido na promoção do crescimento, é a solubilização de fosfato. 

Esta molécula já foi descrita como participante do processo de solubilização de 

fósforo em solos (Wagh et al., 2014), além de agir como cofator da enzima GDH-

desidrogenase em algumas espécies bacterianas. Tal enzima é responsável pela 

conversão de glicose a ácido glucônico no espaço periplasmático destes micro-

organismos, levando a uma diminuição do pH do ambiente em que vivem, 

favorecendo, assim, a solubilização de nutrientes (Han et al., 2008). 

No presente estudo, foi mostrado que PQQ promove crescimento de 

plantas de A. thaliana (COL-0). As análises de classificação funcional das 

proteínas reguladas por PQQ mostram que esta molécula participa de diferentes 

processos na célula, como resposta a estresses, processos metabólicos e 

biossintéticos.  

Para estudar o envolvimento de PQQ no metabolismo celular bem como 

na resposta da planta a estresses, os dados obtidos foram carregados no 

software MapMan, tendo sido gerados os diagramas das proteínas envolvidas 

com estresse biótico e visão geral do metabolismo. É importante ressaltar que, 

apesar de o MapMan ser comumente utilizado para visualizar dados de 

transcriptômica e sequenciamento, é perfeitamente possível utilizar este software 

para visualizar dados oriundos de proteômica. Neste sentido, nosso trabalho é o 

primeiro a utilizar tal abordagem para analisar as proteínas identificadas em um 

estudo. As análises de Mapman confirmam os dados de classificação funcional, 

mostrando que o PQQ atua induzido e reprimindo proteínas relacionadas a 

diferentes processos, com ênfase nas vias relacionadas à resposta a estresse 

oxidativo. 

Estas análises também permitiram identificar que proteínas glutationa-S-

transferases foram reprimidas pela presença da molécula PQQ. Plantas de A. 

thaliana têm 55 glutationa-S-transferases solúveis (Dixon e Edwards, 2010). Esta 

proteína é identificada na família de proteínas que atuam na detoxificação celular 

envolvida na tolerância a estresse. Adicionalmente, tais proteínas atuam 

metabolizando vários compostos exógenos tóxicos (xenobióticos) pela 

conjugação com glutationa redutase (Xu et al., 2015). Possivelmente, PQQ 

atenua a ação dessas proteínas, pela sua atuação em processos antioxidantes. 

Tal fenômeno explica a redução na abundância das proteínas envolvidas com 

processos redox e também das peroxidases.  
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As peroxidases são proteínas antioxidantes, que protegem as células 

contra peroxidação de muitos compostos (Matamoros et al., 2015). Assim como 

no nosso estudo, análises de proteômica permitiram identificar peroxidases tipo III 

em plantas de A. thaliana e mostraram que sua expressão é altamente específica 

(Francoz et al., 2015).  

Nossas análises proteômicas revelaram também que PQQ reprimiu 

proteínas relacionadas ao ciclo de Calvin e à fotorrespiração. Liu et al. (2015), 

utilizando análises de transcriptômica e proteômica em plantas de trigo sob 

estresse, observaram que sistemas antioxidantes regulam genes relacionados à 

taxa fotossintética e ao transporte de elétrons. Além disso, as análises 

proteômicas revelaram que proteínas relacionadas à defesa contra estresse 

oxidativo, à síntese de ATP e à fotossíntese foram igualmente moduladas pelo 

estresse causado pelo frio. A repressão das proteínas relacionadas ao ciclo de 

Clavin e à fotorrespiração, possivelmente, está relacionada à característica 

antioxidante de PQQ. Estes processos metabólicos são potenciais produtores de 

EROs para o ambiente celular.  

Já foi demonstrado que moléculas oxidantes, como H2O2, aumentam 

significativamente as taxas fotossintéticas, a concentração de carbono interno, a 

condutância estomática e o conteúdo de clorofila (Khan et al., 2015). 

Possivelmente, devido à sua característica antioxidante, PQQ desempenha efeito 

antagônico nestes processos. 

Foi observado que a molécula PQQ induz a expressão de proteínas 

relacionadas às vias hormonais. Ao analisar o efeito de PQQ sintético nos 

diferentes mutantes de A. thaliana, foi revelado que mutantes para a via de ácido 

salicílico não apresentaram fenótipo de crescimento induzido por PQQ, sugerindo 

que este hormônio regula a ação de PQQ. O ácido salicílico participa na 

regulação de processos biológicos em plantas, incluindo defesa (Kumar et al., 

2015), além de atuar no estabelecimento da resistência sistêmica adquirida (Gao 

et al., 2015). Já foi verificado que este hormônio aumentou a atividade de 

diferentes enzimas antioxidantes em trigo (Wang et al., 2014). Além disso, o 

tratamento pós-colheita com ácido salicílico aumentou o potencial antioxidante de 

frutos de cereja (Dokhanieh et al., 2013). Tal fato sugere que, no presente estudo, 

a mutação na via de produção de ácido salicílico afeta a performance de PQQ, 

por isso não foi observado efeito desta molécula em tais mutantes.  
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A análise do efeito de mutações em vias hormonais na resposta da planta 

ao tratamento com PQQ revelou a importante participação das vias de produção 

de ácido salicílico na ação desta molécula. O efeito de PQQ na promoção do 

crescimento foi abolido nos mutantes defectivos eds1 e sid2.2 para a produção de 

ácido salicílico. Tal dado sugere que a ação de PQQ decorre do desligamento de 

parte da resposta de defesa ativada por SA. Nos mutantes em que tal via se 

encontra desligada, o PQQ foi inefetivo. Tal dado corrobora os dados de 

proteômica, que revelaram desligamento da resposta a estresse oxidativo em 

plantas tratadas. Cabe ressaltar que as vias de resposta a ácido salicílico também 

incluem as vias de resposta a estresse oxidativo. 

Portanto, os dados obtidos neste estudo confirmam o papel de PQQ como 

molécula promotora do crescimento vegetal. Análises proteômicas revelaram a 

regulação de vias específicas, com ênfase nas proteínas de defesa oxidativa. 

Estudos com mutantes  de A. thaliana, defectivos para vias hormonais, revelaram 

particiação do ácido salicílico na resposta a PQQ, em sintonia com os dados de 

análises proteômicas. 

 
 
 
 

3.2.6. CONCLUSÕES 
 
 
 

� PQQ atua como molécula promotora do crescimento vegetal em plantas de 
A. thaliana Col-0. 

 

� PQQ regula processos celulares envolvidos na resposta ao estresse, nos 

processos biossínteticos e  metabólicos primários. 

� Proteínas de resposta ao estresse oxidativo são reprimidas pela adição da 

molécula PQQ em plantas de A. thaliana. 

� Proteínas de resposta à vias hormonais são reprimidas pela adição da 

molécula PQQ em plantas de A. thaliana. 

� A molécula PQQ reprime proteínas de resposta  ao ciclo de Calvin e 

fotorrespiração quando adicionada a plântulas de A. thaliana. 
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� A via de ácido salicílico participa da regulação da resposta ao PQQ em 

plantas de A. thaliana. 
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