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RESUMO 

Produção de metabólitos antimicrobianos e sideróforos de isolados provenientes de 

Terra Preta Antropogênica da Amazônia Ocidental 

 

Os microrganismos atraem considerável atenção por serem uma fonte de compostos 

biotecnológicos e farmacêuticos. Diversos produtos naturais peptídicos produzidos por fungos 

e bactérias são sintetizados por grandes enzimas, conhecidas como peptídeo sintetase não 

ribossômica (NRPS) e policetídeo sintase (PKS). A bioprospecção dos microrganismos 

isolados do solo de Terra Preta Antropogênica (TPA) da Amazônia Ocidental é de grande 

importância para o conhecimento deste bioma tropical. Este estudo correlacionou a presença 

de sideróforos e de compostos antimicrobianos produzidos pelos microrganismos isolados de 

TPA e dos solos adjacentes com a presença dos genes que codificam para NRPS e PKS. 

Linhagens bacterianas foram isoladas das amostras do solo coletadas de 10, 20 e 40 cm de 

profundidade. Os isolados foram cultivados em meio líquido específico por 2 dias a 28oC. Um 

total de 143 isolados foi testado para a atividade de sideróforo e para isso, as linhagens foram 

inoculadas em um meio com baixa concentração de ferro (MM9) contendo o complexo 

cromoazurol S-Fe3. Do total, 72 isolados apresentaram reação positiva para a produção de 

sideróforo. O DNA genômico dos isolados foi extraído e a amplificação por PCR foi realizada 

usando iniciadores específicos para NRPS e PKS. Os resultados mostraram que quinze 

isolados apresentaram o gene que codifica para NRPS, vinte isolados para PKS e somente dez 

isolados apresentaram ambos os genes. A presença de genes de NRPS e PKS em 31% dos 

isolados testados sugere que a produção dos sideróforos possa ocorrer pela via não 

ribossomal. Dois isolados foram selecionados para estudos de identificação e caracterização 

dos compostos. O isolado TP11 foi identificado como Pseudomonas putida através de 

seqüenciamento do 16S rRNA e apresentou resultado negativo para hidroxamato e catecol, 

sugerindo que o tipo de sideróforo não possui nenhum destes grupos funcionais. O isolado 

TP16 foi identificado como Pseudomonas putida e apresentou produção de sideróforo do tipo 

catecol e hidroxamato, sugerindo a produção de mais de um sideróforo. Além disso, esta 

linhagem produziu um composto antimicrobiano, com atividade de sideróforo identificado por 

espectrometria de massas como pseudomonina com massa molar de 330 Da. 

 

Palavras-chave: 16S rRNA; Peptídeo Sintetase Não Ribossômica; Policetídeo Sintase; 

Metabólito Secundário; Pseudomonina. 



 

ABSTRACT 

Antimicrobial metabolites and siderophore produced by strains from Anthropogenic 

Dark Earth of the Occidental Amazon 

 

Microorganisms have attracted considerable attention as a source for biotechnological and 

pharmaceutical agents. Several peptidic natural products synthesized by fungi and bacteria are 

assembled by large enzymes, referred as nonribosomal peptide synthetase (NRPS) and 

polyketide synthase (PKS). Bioprospection of microorganisms isolated from Anthropological 

Dark Earth soil of Brazilian Occidental Amazon is of great importance to the knowledge of 

this tropical biome. This study aimed to correlate the presence of siderophores and 

antimicrobial compounds produced by microorganisms isolated from Dark Earth and adjacent 

soils of Brazilian Amazon with the presence of genes encoding NRPS and PKS. Bacterial 

strains were isolated from soil samples collected at 10, 20 and 40 cm depth. The isolates were 

grown in specific liquid medium for 2 d at 28oC. A total of 143 isolates were screened for 

siderophore activity and for this, bacterial strains were inoculated on plates containing an 

iron-limited medium (MM9) amended with a chromeazurol S-Fe3 complex. From the total, 

seventy-two isolates showed positive reaction for siderophore production. Genomic DNA of 

the isolates was extracted and PCR amplification was carried out using specific primers for 

NRPS and PKS. The results showed that fifteen isolates presented NRPS, twenty isolates 

presented PKS and only ten isolates showed both genes. The presence of NRPS and PKS 

genes in 31% of the isolates tested suggests that production of siderophores may occur by a 

nonribosomal pathway. Two isolates were selected for further studies. Isolate TP11 was 

identified as Pseudomonas putida by 16S rDNA sequencing analysis and was negative for 

hydroxamate and catechol, suggesting that the siderophore type has no hydroxamate- or 

catechol-type functional groups. The isolate TP16 was identified as Pseudomonas putida and 

showed the production of catechol and hydroxamate siderophore-type, suggesting the 

production of more than one siderophore. In addition, this strain produced an antimicrobial 

compound, with siderophore activity identified through mass spectrometry as pseudomonine 

with a molar mass of 330 Da. 

 

Keywords:  16S rRNA; Non-ribosomal Peptide Synthetase; Polyketide Synthase; Secondary 

Metabolite; Pseudomonine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As bactérias são organismos procarióticos pertencentes aos Domínios Bacteria, vivem 

nos mais variados ecossistemas da Terra. As populações microbianas são as mais diversas 

geneticamente, indicando que elas tiram proveito de qualquer nicho encontrado em seu 

ambiente, realizando assim, os mais variados processos para obtenção dos nutrientes 

necessários para o seu desenvolvimento.  

 

Os microrganismos sobrevivem em um ambiente bastante competitivo, sendo 

responsáveis por uma grande quantidade de processos biogeoquímicos e de uma certa forma, 

controlando os ecossistemas no qual fazem parte. Uma grande diversidade microbiana pode 

ser encontrada em quantidades pequenas de solo, podendo sobreviver em várias situações 

ambientais diferentes onde também são responsáveis pela fertilidade do solo. Um maior 

conhecimento sobre essa diversidade se faz necessário para uma melhor compreensão das 

funções da comunidade microbiana nos solos e as suas interações com outros componentes da 

biodiversidade, como por exemplo, os animais e as plantas. 

 

A Floresta Amazônica é um dos maiores recursos naturais do mundo graças à sua 

biodiversidade que ainda precisa ser melhor conhecida e explorada. Populações ribeirinhas 

utilizam o solo para plantações há centenas de anos e sua fertilidade continua a mesma. Esses 

solos conhecidos como Terra Preta Antropogênica (TPA) ocorre somente em sítios 

arqueológicos na região Amazônica. Ela se estende da Cordilheira dos Andes até a Ilha de 

Marajó. A sua biodiversidade microbiológica é muito pouco conhecida e daí a importância em 

catalogar esses microrganismos.  
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A TPA é conhecida pela sua grande fertilidade, sem adição de insumos ou fertilizantes 

(GLASER et al., 2001). Sabe-se que a fertilidade do solo é resposta da diversidade 

microbiológica da comunidade local, onde apenas uma pequena porcentagem é conhecida 

(HACKL et al., 2004). A TPA contribui para a agricultura de subsistência das populações 

ribeirinhas, as quais a utilizam para plantação de várias monoculturas como mamão, feijão, 

etc. Estes solos de origem antrópica foram enriquecidos em nutrientes, provavelmente pelo 

manejo de restos orgânicos e do fogo pelas populações pré-colombianas. Estima-se que 1 cm 

de TPA leve pelo menos 10 anos para se formar. As TPAs mostram tipicamente um horizonte 

A espesso e de cor escura, elevados teores de fósforo, cálcio e alguns micronutrientes, como o 

manganês e o zinco (SOMBROEK, 1966; KERN; KÄMPF, 1989). Apresentam também 

teores de matéria orgânica estável superiores aos solos adjacentes (SMITH, 1980; GLASER et 

al., 2001). Essa estabilidade é questionada se isso seria um resultado das características 

mineralógicas desses solos orgânicos ou deve-se ao carbono orgânico, já que a quantidade de 

carvão vegetal é a maior diferença que existe entre a TPA e os solos adjacentes. Neste último, 

ocorre a rápida decomposição da matéria orgânica, devido às altas temperaturas, precipitações 

elevadas e a deficiência de minerais estáveis (GLASER et al., 2001). 

 

A TPA possui também maior atividade biológica que os solos adjacentes originais, onde 

não houve ação antrópica (KERN; KÄMPF, 1989). Outra característica da TPA é a 

sustentabilidade de sua fertilidade, sendo os microrganismos do solo fundamentais para esse 

processo. 

 

A grande atividade biológica e o material orgânico estável encontrado nas TPAs podem 

indicar um tipo de solo com alta diversidade de microrganismos, o que constitui em uma fonte 

de germoplasma microbiano. Entretanto, ainda não se tem conhecimento da microbiota e 
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sobretudo da diversidade das comunidades e estrutura microbiana presentes em TPA. O 

conhecimento desta biodiversidade poderá melhorar o entendimento das funções destas 

comunidades microbianas, além de se conhecer as interações com outros componentes desta 

diversidade biológica. Isso proporcionará benefícios econômicos e estratégicos, como a 

descoberta de microrganismos potencialmente exploráveis. 

 

Alguns microrganismos do solo são responsáveis pela produção de vários metabólitos 

secundários que exercem várias funções, como por exemplo: antibióticos, anticancerígenos, 

imunosupressores, componentes antifúngicos, inibidores enzimáticos, agentes antiparasitários, 

herbicidas, inseticidas e promotores de crescimento (OMURA, 1992). Objetivando um melhor 

aproveitamento desses microrganismos potencialmente exploráveis para vários processos 

biotecnológicos, as indústrias tentam se beneficiar da descoberta de novos metabólitos. Os 

metabólitos produzidos por alguns microrganismos se tornaram alvo para a produção de 

novos antibióticos e agentes terapêuticos, probióticos, biorremediação de poluentes, entre 

outros. Também de muito interesse, a melhoria da capacidade microbiana para a fertilização 

dos solos e para a despoluição das águas tornou-se alvo de estudos. 

A Floresta Amazônica por ser um dos maiores nichos ecológicos do mundo, abrigando 

uma enorme quantidade de animais, plantas e microrganismos, possui uma biodiversidade 

enorme, principalmente no solo sendo alvo de exploração para a produção desses metabólitos, 

tanto na indústria internacional farmacêutica quanto estética. Por isso, a importância em se 

conhecer os microrganismos do solo tem-se intensificado. 

 

Alguns metabólitos podem ser produzidos, por exemplo, em condições de baixa 

concentração de ferro no solo. Embora o ferro seja abundante em solos aerados (1 a 6%), é 

freqüentemente indisponível para as plantas devido a sua solubilidade, que é dependente do 
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pH e controlada pela baixa solubilidade dos óxidos de ferro. O ferro livre, em ambientes 

aeróbios, está presente a uma concentração de aproximadamente 10-18 M a pH 7 

(BIEDERMANN; SCHINDLER, 1957). A baixa solubilidade do ferro se torna um problema 

para os microrganismos que requerem esse metal e vivem em um ambiente aeróbio. Para 

combater esta baixa solubilidade, os microrganismos desenvolveram um sistema de transporte 

com elevada afinidade por ferro, moléculas de baixa massa molar, conhecidos como 

sideróforos (NEILANDS, 1984).  

 

Muitos metabólitos secundários produzidos por fungos e bactérias são produzidos por 

enzimas multifuncionais denominadas de peptídeo sintetase não ribossômica (NRPS) e as 

policetídeos sintases (PKS). Alguns tipos de enzimas são modulares e estão envolvidas na 

produção de sideróforos e antibióticos. Essas enzimas multifuncionais envolvidas na 

biossíntese não-ribossômica de antibióticos peptídicos (KLEINKAUF; VON DÖHREN, 

1996; STACHELHAUSS; MARAHIEL, 1995) possuem seqüências conservadas envolvidas 

em reações parciais de formação de adenilatos, ativação de intermediários na forma de 

tioéster, condensação e em alguns casos, modificação de aminoácidos por metilação e 

epimerização.  

 

A bioprospecção dos microrganismos isolados do solo de Terra Preta Antropogênica 

(TPA) da Amazônia Ocidental é de grande importância para o conhecimento deste bioma 

tropical. Este estudo correlacionou a presença de sideróforos e de compostos antimicrobianos 

ativos assim como de genes que codificam para NRNRPS e PKS, produzidos pelos 

microrganismos isolados de TPA dos municípios de Rio Preto da Eva e de Presidente 

Figueiredo e de seus solos adjacentes.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Biodiversidade do solo  

 

 Devido ao fato dos microrganismos serem os mais diversos e abundantes organismos 

da Terra (TORSVIK et al., 2002; VENTER et al., 2004), a distribuição da diversidade 

microbiana precisa ser melhor estudada. Com o advento da análise do DNA ribossomal, a 

caracterização de comunidades bacterianas tornou-se mais acessível, devido a este ser um 

método de análise rápido (PACE, 1997; JACKSON et al., 2002). A composição microbiana 

de uma comunidade é mais efetivamente elucidada por este método do que o método 

convencional de cultivo (SMITH et al., 2006). 

 

Bactérias do solo são organismos essenciais para a comunidade biótica em florestas 

naturais e são responsáveis pelo funcionamento dos ecossistemas e por participarem de vários 

processos de transformação de nutrientes (HACKL et al., 2004). 

 

Os microrganismos do solo são responsáveis pela degradação de toda matéria morta do 

solo. Através da degradação de diferentes elementos ocorrem transformações em uma 

variedade de biomoléculas e vários metabólitos secundários são liberados via degradação 

microbiológica realizadas por várias enzimas (DUBEY et al., 2006) ou processos ainda 

desconhecidos. 

 

Nos últimos 50 anos, vários metabólitos secundários foram utilizados e continuam sendo 

em várias áreas como na medicina, indústria e na agricultura. São utilizados na produção de 

antibióticos, antitumorais, componentes antifúngicos, antiparasitários, inseticidas e 
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promotores de crescimento. Os microrganismos do solo têm sido uma fonte de pesquisa para 

produção de produtos naturais. Através de cultura in vitro desses microrganismos, é possível  

o estudo de compostos bioativos. Esses estudos com a comunidade da microbiota do solo 

estão divididos em duas áreas: 1) estudo da diversidade, incluindo isolamento, identificação e 

quantificação dos microrganismos em vários ecossistemas e 2) atividade microbiológica, 

como eles contribuem para a manutenção da atividade do solo como, por exemplo, no ciclo 

biogeoquímico (XU, 2006). 

 

Cada vez mais tornam-se necessários métodos rápidos de análises para a diversidade das 

comunidades microbiológicas. LAMBAIS et al. (2006), estudaram a biodiversidade 

microbiana da folha de três espécies de árvores da Floresta Amazônica. Uma varredura das 

amostras de folhas indicaram uma diversidade de 95 a 671 espécies por amostra. 

 

MARTIN-LAURENT et al. (2001) testaram três diferentes tipos de extração de DNA 

total do solo comparando a diversidade encontrada através das técnicas RISA (Ribossomal 

Intergenic Spacer Analysis) e ARDRA (Amplified Restriction Fragment Length 

Polymorfism). Os resultados indicaram que os métodos de extração de DNA total do solo 

podem interferir na abundância de microrganismos como na composição das comunidades 

nativas. 

 

Vários estudos indicaram a importância da floresta Amazônica não só na biodiversidade 

de microrganismos como também na interferência nos ecossistemas (ERWIN, 1988). 

BORNEMAN e TRIPLETT (1997) analisaram os solos de uma região Amazônica através de 

extração de DNA do solo e utilizando a técnica RISA, elaboraram uma árvore filogenética e 

mostraram uma imensa variedade de microrganismos presentes em pequenas quantidades de 
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solo, sendo que 18% das seqüências não puderam ser classificadas em nenhum reino 

conhecido. Cinco seqüências formaram uma classe que pode ser representada por um novo 

grupo dentro da classe Proteobacteria. Análises do espaçador intergênico do RNA ribossomal 

indicaram diferenças significativas na população microbiana dos solos naturais da floresta e 

dos solos adjacentes. 

 

HACKL et al. (2004) avaliou a diversidade microbiológica em três tipos de solos de 

florestas naturais da Áustria. Os dados indicaram que cada tipo de população microbiana é 

diferente entre os tipos de amostras de solo. 

 

Novas técnicas de biologia molecular têm ajudado a demonstrar a diversidade de 

microrganismos no solo. No estudo de FIERER e JACKSON (2006) é apresentado uma 

descrição em escala continental das comunidades bacterianas do solo e os fatores ambientais 

que influenciam sua biodiversidade. Foram coletadas 98 amostras de solo da América do Sul 

e do Norte e usado uma varredura do DNA ribossomal, que é um método para comparar a 

composição da comunidade bacteriana e a diversidade quantitativamente por sítios de coleta. 

A diversidade e riqueza das comunidades bacterianas do solo foram diferentes em cada 

ecossistema estudado e estas diferenças poderiam ser explicadas em grande parte através de 

pH do solo. A diversidade bacteriana foi maior em solos neutros e menor em solos ácidos. Já 

os solos da Amazônia Peruana foram os mais ácidos e com menos diversidade. Esses 

resultados sugerem que a biogeografia microbiana seja principalmente controlada através de 

variáveis edáficas que fundamentalmente diferem da biogeografia dos seus organismos. 

 

Resultados de medições realizadas no solo indicaram que a intensificação da agricultura 

tem levado a uma diminuição da biodiversidade do solo. As mudanças nas práticas de 
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agricultura afetam essa biodiversidade, mas o monitoramento dessas práticas agrícolas e 

pesquisas recentes tentam conciliar esses problemas como, por exemplo, o uso de pesticidas. 

A diminuição da heterogeneidade ecológica em escalas espacial e temporal são conseqüências 

da intensificação da agricultura multivariada, entretanto pesquisas futuras fornecerão meios de 

recriar a heterogeneidade do solo que é a chave para restaurar e sustentar a biodiversidade em 

sistemas agrícolas (BENTON; AYALA, 2003). 

 

A quantidade e a composição da biomassa microbiológica do solo são sensíveis 

particularmente a alterações ambientais do solo. Esses parâmetros da biomassa 

microbiológica têm sido freqüentemente usados como indicadores para ecossistemas 

perturbados e estressados (ANDERSON; DOMSCH, 1993). 

 

2.2 Terra Preta Antropogênica (TPA) 

 

A TPA se localiza na região da Amazônia ao longo dos rios, próximo das populações 

ribeirinhas (Figura 1). São encontrados nestes solos materiais arqueológicos como cerâmicas 

e artefatos líticos. Esses solos são de grande importância pela sua fertilidade e pelas altas 

concentrações de Ca, Mg, P e C (LEHMANN et al., 2003). 

 

As áreas de localização da TPA são consideradas pequenas, variando de 2 a 3 hectares 

(SMITH, 1980), mas podem ser encontradas ocasionalmente em áreas maiores, numa 

extensão com mais de 100 ha. 

 

Segundo informações do Museu Paraense Emílio Goeldi (www.museu-

goeldi.br/pesquisa/ecologia/tpa/paginas_imagens/tpaindex.htm) existem grandes quantidades 
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de sítios arqueológicos conhecidos, mas se faz necessário um mapeamento do todos os locais 

de ocorrência de TPA na região Amazônica. Dados indicam que possam existir cerca de 

centenas de sítios espalhados pela região, podendo abranger cerca de 10% da bacia 

Amazônica. 

 

Figura 1. Mapa da localização de TPA na Amazônia. As áreas de TPA são consideradas 
pequenas, medem de 2 a 3 hectares. A camada de TPA, possui em média 40 a 60 
cm, mas pode atingir até 2 m de profundidade. Apesar da grande quantidade de 
sítios arqueológicos já conhecidos, não se tem um mapeamento de todas as 
ocorrências de TPA na Amazônia.  

 

A presença dessa grande quantidade de material lítico e cerâmico pode ser responsável 

por essa deposição de minerais ao longo dos anos. A grande quantidade de matéria orgânica 

encontrada sugere que uma combustão incompleta desse material orgânico propiciou a alta 

fertilidade do solo (GLASER et al., 2001). A quantidade de material orgânico chega a ser 6 

vezes mais estável que nos solos adjacentes sem horizonte A antropogênico (PABST, 1992; 

Manaus 

Lagoa Balbina 



 26 

GLASER et al., 2001). A presença desses materiais arqueológicos e a sua coloração escura 

possibilitam a identificação e delimitação do solo. O enriquecimento do solo com nutrientes 

foi possível pelo manejo não intencional de restos orgânicos e do fogo pelas populações pré-

colombianas (SOMBROEK, 1966; KERN; KÄMPF, 1989) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Presença de artefatos líticos em TPA (KERN; KAMPF, 1989). 

 

As maiores diferenças existentes entre a Terra Preta e os solos adjacentes são a alta 

fertilidade, sem necessidade de adição de insumos ou com a utilização de uma quantidade 

bem menor de fertilizantes para agricultura de subsistência e alta atividade biológica. Essa 

característica justifica a importância em se estudar este tipo de solo, pois pode contribuir para 

a produção sustentável em solos tropicais de baixa fertilidade. As TPAs são encontradas sob 

os mais diferentes tipos de solos, como os latossolos, argissolos e terra roxa estruturada 

(SOMBROEK, 1966;  SMITH, 1980). 
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GARCIA (2006) identificou uma grande população de actinobactérias em TPA através 

do isolamento de amostras do solo e identificação da diversidade através da técnica ARDRA. 

Através desta técnica foi possível observar o polimorfismo de bactérias do mesmo gênero, 

mas não a espécie. 

 

2.3 Produção de Metabólitos Secundários 

 

Os microrganismos do solo representam um importante grupo para a produção de 

compostos biologicamente ativos. Esses compostos apresentam moléculas específicas com 

estruturas diversas e podem ser inibidores seletivos de algumas moléculas alvo (DONADIO et 

al., 2002). De acordo com esse mesmo autor, cerca de 17.000 antibióticos e outras moléculas 

bioativas têm sido produzidos por microrganismos procarióticos (WAWRIK et al., 2005). 

 

Os metabólitos secundários são compostos especiais formados de estruturas diferentes 

com aplicações nas áreas farmacêutica, industrial e agricultura. Industrialmente importantes, 

os metabólitos secundários incluem rapamicina (imunossupressor), eritromicina (antibiótico), 

lovostatina (droga anticolesterolêmica) e epotilona B (droga anticancerígena), pigmentos, 

toxinas, indutores de competição ecológica e simbiose, pesticidas, inibidores de enzimas e 

promotores de crescimento de animais e plantas (ETCHEGARAY, 1998; WAWRIK et al., 

2005). 

 

Os metabólitos secundários são compostos produzidos pelos microrganismos e podem 

ser sintetizados pela via ribossomal e não-ribossomal (KOLTER; MORENO, 1992; 

KLEINKAUF; VON DÖHREN, 1996). Entre esses encontram-se os antibióticos, pigmentos, 

toxinas, indutores de competição ecológica e simbiose, pesticidas, inibidores de enzimas, 
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agentes antitumorais, feromônios e promotores de crescimento de animais e plantas 

(DEMAIN, 1992). Esses compostos exibem uma atividade biológica potente e muitos desses 

têm sido usados nas áreas farmacológica e industrial (ANSARI et al., 2004). 

 

Segundo DONADIO et al. (2002) os metabólitos secundários estão sendo obtidos após 

algumas décadas de extensivas pesquisas envolvendo provavelmente milhões de 

microrganismos. Esses compostos representam uma gama enorme de engenhosas estruturas e 

com potentes atividades biológicas. Entretanto, diferentes isolados geralmente produzem 

diferentes compostos. Assim, novos metabólitos bioativos continuam sendo identificados. A 

habilidade de produzir um grande número de metabólitos secundários quimicamente 

diferentes está mais associada com actinobactérias, mixobacteria, pseudomonades, 

cianobactérias e fungos filamentosos. 

 

2.4 Biossíntese de peptídeos não-ribossômicos 

 

Nos sistemas biológicos, duas estratégias diferentes são conhecidas para a catálise da 

formação da ligação peptídeo durante a biossíntese do peptídeo: a via ribossomal e o sistema 

de enzimas multifuncionais pela via não ribossomal. 

 

A via ribossomal para a síntese de peptídeos depende dos códons do RNAm que se 

associam aos ribossomos, que consistem de RNAr e proteínas. O pareamento de bases dos 

códons no ribossomo resulta na captação de aminoácidos específicos aderidos a moléculas de 

RNAt e sua formação pelas ligações peptídicas (TORTORA et al., 2005). A primeira etapa na 

síntese de proteínas envolve a ativação da carboxila do aminoácido. Cada aminoácido possui 

uma enzima específica de ativação, a qual forma o complexo aminoaciladenilato-enzima e 
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libera pirofosfato (PPi). Os dois sistemas via ribossomal e a multi-enzimática não-ribossomal 

são ativados logo em seguida. Essa relativa estabilidade intermediária é devido a 

(tio)esterificação sobre o RNAt ou um grupo prostético 4´-fosfopantoteína da peptídeo 

sintetase. Através da via não ribossomal os peptídeos são sintetizados por enzimas capazes de 

produzir peptídeos biologicamente ativos a partir de substratos, em muitos casos não-

protéicos, chamadas de peptídeo sintetase não ribossômica e policetídeo sintase 

(KLEINKAUF; VON DÖHREN, 1996). O sistema de enzimas multifuncionais por via não 

ribossomal para a síntese de peptídeos freqüentemente contém aminoácidos não usuais, 

incluindo aminoácidos não protéicos ou modificados, sem a participação direta do ácido 

nucléico A Figura 3 apresenta um esquema de biossíntese de peptídeos (STACHELHAUSS 

et. al., 1996). É conhecido um grande número de diferentes tipos estruturais de peptídeos, os 

quais por sua composição, não poderiam ser sintetizados a partir da via ribossomal que está 

restrita a 20 resíduos de aminoácidos (KLEINKAUF; VON DÖHREN, 1996). 

 

A formação de peptídeos não ribossômicos está diretamente ligada ao módulo que 

corresponde ao segmento de DNA que codifica o sistema multienzimático responsável pela 

adição de um amino ou hidroxiácido, juntamente com alguma atividade catalítica. A 

seqüência de eventos é determinada por um arranjo espacial de domínios catalíticos sendo 

comandadas a nível gênico pelos módulos. O segmento protéico seria denominado de unidade 

de sintetase. Os fragmentos protéicos obtidos por proteólise são denominados domínios, que 

por sua vez são formados por subdomínios onde apresentam uma estrutura similarmente 

definida (KLEINKAUF; VON DÖHREN, 1996; ETCHEGARAY, 1998). A biossíntese de 

peptídeos não-ribossômicos pode ocorrer também pelo mecanismo não-arranjo de tióis. 

Diferente do mecanismo de arranjo de tióis, o não-arranjo de tióis não inclui ligação 

enzimática, covalentemente ligada.  
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Figura 3. Ativação de aminoácidos na síntese peptídica pela via ribossomal e não-ribossomal.  
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O modo de síntese pelas enzimas multifuncionais emprega o mecanismo de múltiplo 

carreador de tióis e possui também uma diversidade elevada na especificidade e tamanho do 

substrato. Suas massas moleculares variam de 123 KDa, como por exemplo, para a 

gramicidina S sintetase (GrsA) a 1689 KDa para a ciclosporina sintetase (SimA) 

(STACHELHAUSS et al., 1996). 

 

As PKSs modulares são proteínas multifuncionais e são classificadas em tipo I 

(modulares) e tipo II (iterativas). Cada classe de PKS se assemelha as da classe das ácidos 

graxos sintases (FAS): PKS do tipo I possui um multidomínio estrutural semelhante a do tipo 

FAS tipo I de fungo e animais e PKS do tipo II carrega em cada sítio catalítico uma proteína 

separada, característica das FAS tipo II encontrada em bactérias e plantas (JENKE-

KODAMA et al., 2005) 

 

As moléculas sintetizadas pelas NRPSs normalmente são cíclicas e têm uma grande 

quantidade de aminoácidos não proteinogênicos e freqüentemente contém aminoácidos 

conectados por ligações diferentes das peptídicas, tais como as ligações sulfídicas. No caso 

das NRPSs, um aminoácido é incorporado ao peptídeo por um módulo, assim produtos 

contendo 10 aminoácidos são construídos por uma NRPS de 10 módulos juntos (CHALLIS; 

NAISMITH, 2004).  

 

As análises genéticas e bioquímicas de muitas NRPSs revelaram que estas proteínas 

exibem uma estrutura modular em que um módulo é definido como a unidade mínima, 

independente que catalisa todas as reações necessárias para modificar e incorporar um 

aminoácido específico na cadeia crescente do peptídeo. O arranjo genético dos genes que 

codificam estes módulos é geralmente colinear com a seqüência do aminoácido do produto do 
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peptídeo. Há mais de trinta anos, um modelo foi proposto para a síntese de peptídeos em que 

cada módulo é carregado com um aminoácido específico (LIPMANN, 1971).  

 

Actinomicetos, bacilos e fungos são comumente associados à metabólitos secundários 

não-ribossômicos e sua biossíntese é bem estudada. No passado, estes organismos foram de 

grande interesse devido à produção de antibióticos não-ribossômicos, tais como gramicidina S 

e ciclosporina (imunossupressora) produzidos pelo fungo Tolypocladium niveum 

(KLEINKAUF; VON DÖHREN, 1990). A peptídeo sintetase descoberta em Actinomyces 

inclui aquelas envolvidas na biossíntese dos antibióticos ansatrienina (CHEN et al., 1999) e os 

do grupo vancomicina, cloroeremomicina (VAN WAGENINGEN et al., 1998), bleomicina 

(DU; SHEN, 1999) e estreptomicina (FERNANDEZ-MORENO et al., 1997). O 

biossurfactante fengicina, que exibe atividade antimicrobiana e antiviral, é produzido via um 

mecanismo de arranjo de tióis em Bacillus subtilis (STELLER et al., 1999). Biossíntese não-

ribossômica de agentes antifúngicos micosubtilina tem sido estudada nestas espécies de 

Bacillus (DUITMAN et al., 1999). Pseudomonas sp produz um sideróforo que consiste no 

fator de virulência, pioquelina (QUADRI et al., 1999) e a fitotoxina siringomicina (ZHANG 

et al., 1995) via um mecanismo de arranjo de tióis. O gene responsável pela biossíntese do 

fator de virulência yersiniabactina e micobactina de Yersinia pestis e Mycobacterium 

tuberculosis, respectivamente, tem sido completamente seqüenciado e a via biossintética foi 

proposta (GEHRING et al., 1998). A via não-ribossômica tem sido implicada na biossíntese 

do biossurfactante serrawetina, de Serratia liquefaciens (LINDUM et al., 1998). Peptídeos 

não-ribossômicos são também identificados em Myxobacteria, incluindo o inibidor de 

transporte de elétrons myxothiazol produzido por Stigmatella aurantiaca (SILAKOWSKI et 

al., 1999) e antibiótico TA de Myxococcus xanthus (PAITAN et al., 1999). A quelação do 

ferro pelas bactérias é vital para sua sobrevivência e é freqüentemente uma determinante da 
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virulência nos patógenos. As NRPSs sintetizam sideróforos, como por exemplo a 

enterobactina, a qual tem uma elevada afinidade por ferro (GEHRING et al., 1998). 

 

2.5 Sideróforos 

 

Os sideróforos (do Grego: “carreadores de ferro”) são metabólitos secundários 

produzidos pela biossíntese das NRPS e PKS. São quelantes com massa molecular entre 400 e 

2000 Da. Sua função é de se ligar ao Fe(III), em condições de baixo ferro livre (NEILANDS, 

1995). Podem ser produzidos por espécies aeróbicas e facultativamente por espécies 

anaeróbicas. Na variedade de microrganismos conhecidos que sintetizam sideróforos estão 

incluídas várias bactérias entéricas; bactérias patogênicas de humanos, animais, fungos e de 

plantas; microrganismos do solo; espécies Gram-positivas e negativas; cianobactérias e algas 

superiores; bactérias fixadoras de nitrogênio; alguns tipos de leveduras (BENITE et al., 2002) 

e até certas espécies de plantas (fitosideróforos). 

 

Os microrganismos aeróbicos precisam do ferro para realizar várias funções como a 

redução do oxigênio para a síntese de ATP, redução de precursores de DNA, formação do 

grupo heme e para outras finalidades. É necessário em torno de um micromolar de ferro para 

um crescimento bacteriano ótimo (NEILANDS, 1995). 

 

A disponibilidade do ferro para as raízes das plantas depende de quelantes orgânicos que 

manteriam um adequado suprimento de ferro por difusão e fluxo de massa em concentrações 

tão baixas como 10-8 M (HOWELL, 1980). O ferro é indispensável para a planta, pois faz 

parte da enzima nitrogenase, responsável pela conversão do nitrogênio em amônia, da 

leghemoglobina, que tem a função do controle da quantidade de oxigênio dentro dos nódulos 
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contaminados pela bactéria e dos citocromos que são catalisadores de elétrons no processo da 

respiração celular do bacterióide (LUCA et al., 1988). Como estratégia para a obtenção do 

ferro, as bactérias produzem metabólitos secundários que conseguem se ligar ao Fe e 

transportá-lo para dentro da célula (PATRIARCA et al., 2002). Esse processo acontece com 

algumas bactérias que se relacionam simbioticamente com as plantas. Um exemplo dessa 

simbiose são as bactérias do gênero Rhizobium sp. As bactérias Rhizobium entram nos pêlos 

radiculares de plantas leguminosas quando ainda estão no estágio de plântulas formando os 

nódulos. Para converter o nitrogênio em amônia a bactéria precisa de uma enzima chamada 

nitrogenase, que depende do ferro para a sua formação. A depleção do ferro no solo faz com 

que a bactéria produza metabólitos secundários responsáveis pela sua  quelação, 

disponibilizando o ferro para a bactéria e também para a planta (NEILANDS, 1995; 

HOWELL, 1980; LUCA et al., 1988). Esse processo facilita a promoção direta de 

crescimento da planta através da produção de sideróforos. 

 

A função do sideróforo envolve o transporte de ferro através da membrana celular 

bacteriana. A entrada do ferro no citoplasma somente acontece depois que o ferro é reduzido 

e/ou desmembrado de seu ligante. Em alguns casos o sideróforo é reciclado para iniciar 

novamente o processo de absorção do ferro (NEILANDS, 1995). 

 

Os sideróforos possuem pelo menos um ácido hidroxâmico, um catecol e/ou um ácido 

α-hidroxicarboxílico como sítios ligantes (Figura 4). Uma característica comum destes sítios é 

a formação de anéis quelatos de cinco membros muito estáveis com o Fe(III). Os sideróforos 

podem apresentar afinidade por outros ligantes formando complexos relativamente estáveis 

com o cobre (II), gálio(III), molibdênio(II), alumínio(III) entre outros. 
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Figura 4. Classes dos sideróforos: A) enterobactina (catecol); B) desferrioxamina 
(hidroxamato).  

 

Para que ocorra a disponibilização do ferro para a bactéria são necessários vários 

processos químicos para a solubilização e captação do ferro mediado pelo sideróforo: 1) 

quelação seletiva do ferro; 2) reconhecimento molecular do complexo sideróforo-Fe(III); 3) 

transporte do Fe complexado através da membrana celular; 4) deposição do Fe, dentro de um 

sítio apropriado na célula (superfície ou interior celular), sendo que neste último a troca do 

ligante pode ou não ser seguida pela redução de Fe(III) e/ou pela hidrólise do ligante 

(BENITE et al., 2002). 

 

O que facilita essa ligação altamente estável com o íon Fe(III) é a sua dureza, o 

tamanho, sua configuração de elétrons d, a alta densidade de carga e a alta eletronegatividade 

(BENITE et al., 2002). 

 

O primeiro trabalho que relata a expressão molecular do sideróforo é com a Salmonella 

typhimurium (ERNST et al., 1978). Através de mutagêneses químicas foi identificado um 

gene designado fur (ferric uptake regulation), o qual controla a expressão do sideróforo. 

 

A B 
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Segundo NEILANDS (1981), algumas bactérias Gram-negativas possuem uma via de 

absorção de ferro altamente específica envolvendo dois componentes principais. Um dos 

componentes é a produção de ligantes denominados sideróforos. O outro componente é um 

sistema de transporte ativo envolvendo um complexo de proteínas de membrana que 

reconhecem o complexo ferro-sideróforo e realizam o transporte. Segundo POLE et al. (1990) 

e RABSCH et al. (1999) algumas dessas proteínas transportam complexos ferro-sideróforos 

produzidos pela própria bactéria, enquanto outros transportam complexos produzidos por 

outros microrganismos. 

 

Bactérias Gram-negativas têm desenvolvido um especial sistema transportador de 

membrana externo que consiste em receptores externos de membrana e um complexo de 

membrana citoplasmático formado pelas proteínas ExbB, ExbD e TonB. O sistema TonB se 

baseia na força próton motora da membrana citoplasmática com alta afinidade com receptores 

externos, o qual são conhecidos como receptores TonB dependentes. Algumas bactérias 

possuem uma grande disposição para receptores TonB dependentes diferentes, sendo cada um 

com sua própria especificidade, a fim de utilizar os sideróforos (sideróforos heterólogos) dos 

seus vizinhos carregados com o ferro. A bactéria Pseudomonas aeruginosa um patógeno 

oportunista humano, por exemplo, possui os receptores para seus próprios sideróforos 

pioverdina e piochelina, mas possui a habilidade de produzir outros 32 receptores TonB-

dependentes. Estes receptores adicionais são usados para captar enterobactina produzida por 

diferentes Enterobacteriaceae (DEAN; POOLE, 1993; GHYSELS et al., 2005) e a 

ferrioxamina ou o ferricromo produzidos por diversas bactérias e fungos, respectivamente 

(LLAMAS et al., 2006). 
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Vários sideróforos produzidos por Pseudomonades apresentam utilidades em processos 

de biorremediação, sendo um deles a fitorremediação, onde solos contaminados por metais 

pesados como Cr, Hg e Pb seriam limpos através da quelação pelos sideróforos (BRAUD et 

al., 2006). 

 

Alguns metais, chamados de fitotóxicos, causam inibição do crescimento e posterior 

morte da planta. Um isolado bacteriano extraído de uma região da Índia, denominado KNP9 

produziu sideróforo com uma função de promotor de crescimento em plantas “Panki power”. 

A concentração de chumbo e cádmio na raiz e no broto foi reduzida na presença do isolado de 

37,5 para 93,19%. Análise por 16S ribossomal identificou o isolado como P. putida 

(TRIPATHI et al., 2005). 

 

A família Pseudomonadaceae são bactérias GRAM-negativas, bastonetes, estritamente 

aeróbicas e oxidase positiva. Possuem motilidade por flagelos. São bactérias que respiram e 

são capazes de utilizar componentes do carbono orgânico como fonte de energia e carbono. 

Apresentam pigmentação amarela, vermelha, laranja, rosa, e violeta. Podem ser encontradas 

nos solos e águas e estão sendo relacionadas com a produção de sideróforos. Algumas 

promovem degradação em ovos, carnes e seus produtos. Podem ser patogênicas ao homem 

causando doenças de pele, úlcera de córnea, otites, pneumonia, sepsis, endocardites e 

infecções no trato urinário (CULLIMORE, 2000). 

 

Pseudomonas fluorescens 2P24 é um agente de biocontrole isolado de solos produtores 

de trigo da China. Esse isolado produziu componentes antifúngicos, cianido de hidrogênio e 

sideróforos. Esse isolado utiliza um sistema de sinais chamado de “quorum-sensing” que 

regula a atividade de biocontrole através da produção de sideróforos. Foi identificado no 



 38 

isolado 2P24 um sistema de “quorum-sensing” formado por PcorR e PcoI da família LuxR-

LuxI. A deleção do PcoI do isolado 2P24 aboliu a produção dos sinais do “quorum-sensing”, 

mas não foi detectado efeito na produção dos metabólitos antifúngicos. Porém, essa mutação 

mostrou um significativo efeito na formação de biofilmes, colonização na rizosfera do trigo e 

habilidade no biocontrole contra doença “take-all” do trigo (WEI e ZHANG, 2006). 

 

Um estudo sobre os mecanismos pelos quais a expressão gênica controla a absorção de 

ferro, envolvendo o metabolismo de pioverdina em P. aeruginosa mostrou que a transcrição 

desses genes foi reprimida pela presença de ferro no meio de crescimento. Três promotores 

desses genes foram clonados e a atividade desses promotores mostrou-se dependente da 

quantidade de ferro no meio de cultura (ROMBEL et al., 1995). 

 

Mutações em P. flurescens WCS374, com deficiência na biossíntese do sideróforo 

fluorescente pseudobactina, ainda exibe atividade de sideróforo, indicando a produção de um 

segundo sideróforo (MERCADO-BLANCO et al., 2001). Uma recombinação de um clone 

(pMB374-07) com um gene da biblioteca WCS374 que possui loci necessário para o 

biossíntese de ácido salicílico e para um segundo sideróforo pseudomonina foi isolado. Essa 

região responsável pela biossíntese de ácido salicílico e de pseudomonina foram transferidas 

para uma P. putida com deficiência na produção de pseudobactina. Produtos de ORF (open 

reading frames) (pmsE) codificou uma proteína com forte semelhança com enzimas 

envolvidas no biossíntese de sideróforos em outras espécies bacterianas. Várias evidências 

indicam que a biossíntese de ácido salicílico e de pseudomonina estão relacionados 

(MERCADO-BLANCO et al., 2001). Além disso, esses autores isolaram um mutante Tn5 

(374-05), o qual não produziu ácido salicílico e pseudomonina. 
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Através de uma completa análise genômica de Agrobacterium tumefaciens
 C58, foi 

identificado um gene que codifica a biossíntese de um metabólito com atividade de 

sideróforo. O suporte para esta conclusão veio de análise genética e regulatória do cluster, 

junto com a purificação de um metabólito de A. tumefaciens C58 com atividade férrica 

(RONDON et al., 2004).  

 

No Brasil, poucos trabalhos foram realizados foram realizados até o presente com o foco 

na prospecção de genes da biodiversidade microbiana. Os estudos se concentraram na 

interação do microrganismo com a planta hospedeira e de produção de sideróforos, como no 

caso das leguminosas com Rhizobium (SACCOL DE SÁ, 2001) e Bradyrhizobium, assim 

como, mais recentemente, com a bactéria Xylella fastidiosa que ataca citros. De acordo com 

os dados obtidos no seqüenciamento desta bactéria, foi encontrado a presença de ORFs 

associadas com proteínas com afinidade por ferro. Em meio de cultivo sem a presença do 

ferro, esta bactéria produziu receptores de sideróforos caracterizados molecularmente 

(PACHECO et al., 2005) e bioquimicamente (SILVA-STENICO et al., 2005). 

 

Os genomas dos patógenos de plantas Xanthomonas axonopodis (Xac) e X. campestris 

(Xcc) foram analisados e investigados quanto à presença de peptídeos não ribossômicos. 

Essas análises revelaram que as duas linhagens possuem genes relacionados com a biossíntese 

de policetídeos e poliaminas, os quais poderiam estar envolvidos na formação de substratos 

para a biossíntese de sideróforos (ETCHEGARAY et al., 2004).  

 

 A Tabela 1 apresenta alguns sideróforos e os microrganismos responsáveis por sua 

produção. 
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Tabela 1- Sideróforos produzidos por bactérias e fungos. 

 

Sideróforo 

 

Microrganismo 

Massa 

Molecular 

(Da) 

 

Referência 

 

Aminochelina 

 

Azotobacter vinelandii 

 

224 

 

PAGE e 

VONTIGERSTROM (1988) 

Piochelina Pseudomonas aeruginosa 324 COX et al. (1981) 

Pseudomonina Pseudomonas fluorescens 330 ANTHONI et al. (1995)  

Chrisobactina Erwinia chrysanthemi 369 PERSMARK et al. (1989)  

Rizobactina Rhizobium meliloti 377 SMITH et al. (1985)  

Desferrioxiamina Streptomyces pilosus 561 BICKEL et al. (1960) 

Agrobactina Agrobacterium tumefaciens 636 NEILANDS (1983)  

Vibriobactina Vibrio cholerae 706 GRIFFITHS et al. (1984) 

Coprogênio Penicillium sp. 822 OHRA et al. (1995)  

Coprogênio B Neurospora sp. 822 DIEKMANN (1970)  

Pseudobactina 

 

Pseudomonas 

 fluorescensputida 

1042 TEINTZE et al. (1981) 

Pioverdina I Pseudomonas fluorescens 1315 POPPE et al. (1987)  

 

 

2.6 Compostos antimicrobianos 

 

Antibióticos podem ser definidos como substâncias produzidas por um organismo que 

apresenta efeitos adversos em outros organismos (DAVIES, 1990). Esta definição, porém, não 

reflete o papel dos antibióticos nos ambientes naturais, os quais são pouco entendidos, embora 

pelo menos algumas destas substâncias conferiram vantagem competitiva para o 

microrganismo produtor (MARTIN; DEMAIN, 1980). A capacidade das bactérias em 

produzir substâncias antibióticas é bem conhecida.  
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Muitos dos compostos classificados como antibióticos são peptídeos ou pequenas 

proteínas (KOLTER; MORENO, 1992). Estes freqüentemente contem resíduos de 

aminoácidos  não comumente encontrados em proteínas, levantando a questão de como estes 

peptídeos podem ser elaborados. Muitos estudos mostram que essas biomoléculas de estrutura 

peptídica podem ser sintetizadas pela via não ribossomal através de uma séria de reações 

catalizadas pelas enzimas NRPS e PKS (KLEINKAUF; VON DÖHREN, 1996; MARAHIEL, 

1992; STACHELHAUSS; MARAHIEL, 1995). Essas enzimas sintetizam moléculas lineares 

e circulares, tais como gramicidina, polimixina e bacitracina (KLEINKAUF; VON DÖHREN, 

1987). Nisina (BUCHMAN et al., 1988), subtilina (BANERJEE; HANSEN, 1988) e 

microcina B17 (DAVAGNINO et al., 1986) são exemplos de peptídeos antibióticos, os quais 

ocorrem pela via ribossomal. 

 

Um organismo que produz um peptídeo antibiótico precisa ser capaz de: a) sintetizar o 

antibiótico; b) exportar o antibiótico extracelularmente; c) proteger-se da ação do antibiótico 

(KOLTER; MORENO, 1992). A síntese do antibiótico envolve vários passos: transcrição, 

tradução, modificação pós-tradução de resíduos de aminoácidos e processamento pela 

clivagem da seqüência principal do N-terminal. 

 

Há muitos relatos de que o solo é rico em microrganismos capazes de sintetizarem 

antibióticos, mas a freqüência com que a síntese ocorre em níveis ecologicamente 

significativos na natureza não é muito explorada. Usando-se técnicas genéticas e moleculares, 

acopladas com análises sensíveis e bons equipamentos, demonstrou-se que os microrganismos 

sintetizam uma variedade dos antibióticos, condições inferiores às encontradas no ambiente, 

como por exemplo, na rizosfera (parcela do solo enriquecida em carbono e energia liberados 

pelas raízes da planta). Estes antibióticos podem contribuir para a competitividade microbiana 
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e à supressão dos patógenos da raiz da planta. Assim, as bactérias que os produzem são 

conseqüentemente de considerável interesse para fins práticos para o controle de doença de 

planta (THOMASHOW et al., 1990). Geralmente, as técnicas usadas para compreender o 

papel dos antibióticos na rizosfera são aplicáveis a outros ambientes onde os mecanismos dos 

microrganismos antagonistas ou da produção de metabólitos bioativos são de interesse. 

Quando as técnicas bioanalíticas e moleculares são utilizadas em conjunto, as mesmas 

permitem a detecção e a quantificação dos metabólitos produzidos, como também uma 

avaliação de sua atividade, e daí sua importância ecológica.  

 

Acredita-se que novos antibióticos e outros metabólitos secundários bioativos podem 

ainda ser descobertos de fontes microbianas. A probabilidade de se encontrar novos 

compostos bioativos depende de alguns fatores críticos. Por um lado, existe o número de 

linhagens selecionadas e seus níveis de diversidade; do outro, essas linhagens são únicas e seu 

potencial para produzir metabólitos secundários é grande (DONADIO et al., 2002). Estes dois 

fatores são extremamente importantes, já que em uma seleção intensiva de microrganismos é 

menos provável de se encontrar novos metabólitos do que em grupos inexplorados.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Área de Estudo: Localização das coletas 

 

As áreas de estudos estão localizadas no município de Rio Preto da Eva e de Presidente 

Figueiredo – AM (Figura 5), a 165 km de Manaus, próxima à Comunidade Rumo Certo e às 

margens da lagoa da Hidroelétrica Balbina.  

 

O clima na região é quente e úmido com temperatura média entre 25oC e 35oC. A 

vegetação é formada pela floresta tropical e há grande predominância de terras acidentadas e 

o solo apresenta características arenosas nas áreas mais altas e argila nas áreas mais baixas. A 

área de TPA é classificada como Latossolo Amarelo Antrópico, o solo de várzea é 

classificado como Gleissolo e o solo adjacente, localizado entre as áreas de TPA e várzea, é 

classificada como Latossolo Amarelo.  

 

Amostras coletadas em Rio Preto da Eva são provenientes de solos cultivados, cuja 

exploração tem sido para fins agrícolas, enquanto que as obtidas no sítio Terra Preta 

(Hidroelétrica Balbina) são de solos não cultivados, na comunidade Rumo Certo, nas 

proximidades da Hidrelétrica Balbina. Foram coletadas amostras dos solos de Terra Preta 

Antropogênica (010 30’ 26,4” S - 600 05’34,0” W) e de solos adjacentes (010 30’27,0” S - 600 

05’ 33” W). 
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Figura 5. Imagem aérea da localização dos solos de Terra Preta e adjacente obtida através do 
programa GoogolEarth 4.0.2091 (beta). 

 

 

3.2 Amostragem 

 

Foram coletadas amostras de solo em cinco pontos (em TPA e solo adjacente à TPA), 

com profundidades de 15, 30 e 45 cm para Sítio Terra Preta e 10 e 20 cm para adjacente 

(Figura 6). Após a coleta as amostras foram acondicionadas, armazenadas sob baixa 

temperatura (-4oC) e enviadas imediatamente para o laboratório de Biologia Celular e 

Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de São Paulo em 

Piracicaba, SP. 



 45 

      

Figura 6. Áreas de coleta de solos de TPA (A) e solo adjacente (B).  

 

 

3.3 Isolamento das linhagens 

 

Os isolados dos solos de TPA foram isolados pela aluna de mestrado Fabiana Cannavan 

e depositadas na coleção de culturas do Laboratório de Biologia Celular e Molecular – CENA. 

A cianobactéria Fischerella sp CENA 19 foi utilizada como controle nos testes moleculares 

de NRPS e PKS (ETCHEGARAY et al., 2004). As bactérias testes Salmonella typhimurium e 

Bacillus subtilis e os fungos testes Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani usados nos 

bioensaios foram cedidos pelo Dr. Itamar Soares de Melo (Embrapa Meio Ambiente, 

Jaguariúna). Os demais microrganismos testes foram obtidos da coleção de cultura do 

Laboratório de Biologia Celular e Molecular – CENA/USP. 

 

A B 
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Os isolados da Terra Preta foram mantidos em meio Actinomycete Isolation Agar (Difco 

212168) contendo: caseinato de sódio 2,0 g/L; asparagina 0,1 g/L; propionato de sódio 4,0 

g/L; K2HPO4 0,5 g/L; MgSO4 7H2O 0,1 g/L; FeSO4 7H2O 0,001g/L; glicerol 5,0 g/L; Agar 

15,0 g/L. Todos os isolados foram preservados em glicerol 50% a -80oC. 

A Tabela 2 descreve todos os isolados usados neste trabalho. 

 

Tabela 2- Isolados de bactérias e localização. 
 

Numeração Isolado Localização Profundidade (cm) 

 
1 

 
TP01 

 
Adjacente 

 
0 – 10  

2 TP02 Terra Preta 0 – 18  

3 TP03 Adjacente 10 – 20  

4 TP04 Adjacente 10 – 20 

5 TP05 Adjacente 10 – 20 

6 TP06 Adjacente 10 – 20 

7 TP07 Adjacente 10 – 20 

8 TP08 Adjacente 10 – 20 

9 TP09 Adjacente 10 – 20 

10 TP10 Adjacente 10 – 20 

11 TP11 Adjacente 10 – 20 

12 TP12 Adjacente 10 – 20 

13 TP13 Adjacente 10 – 20 

14 TP14 Adjacente 0 – 10 

15 TP15 Adjacente 0 – 10 

16 TP16 Adjacente 0 – 10 

17 TP17 Adjacente 0 – 10 

18 TP18 Adjacente 0 – 10 

19 TP19 Adjacente 0 – 10 

20 TP20 Adjacente 0 – 10 

21 TP21 Adjacente 0 – 10 

22 TP22 Adjacente 0 – 10 

23 TP23 Adjacente 0 – 10 

24 TP24 Adjacente 0 – 10 

25 TP25 Adjacente 0 – 10 

26 TP26 Adjacente 0 – 10 
Continua 
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27 TP27 Adjacente 0 – 10 

28 TP28 Terra Preta 15 

29 TP29 Terra Preta 15 

30 TP30 Terra Preta 15 

31 TP31 Terra Preta 15 

32 TP32 Terra Preta 15 

33 TP33 Terra Preta 15 

34 TP34 Terra Preta 15 

35 TP35 Terra Preta 15 

36 TP36 Terra Preta 15 

37 TP37 Terra Preta 15 

38 TP38 Terra Preta 15 

39 TP39 Terra Preta 15 

40 TP40 Terra Preta 15 

41 TP41 Terra Preta 15 

42 TP42 Terra Preta 15 

43 TP43 Terra Preta 15 

44 TP44 Terra Preta 15 

45 TP45 Terra Preta 15 

46 TP46 Terra Preta 15 

47 TP47 Terra Preta 15 

48 TP48 Terra Preta 15 

49 TP49 Terra Preta 15 

50 TP50 Terra Preta 15 

51 TP51 Terra Preta 15 

52 TP52 Terra Preta 15 

53 TP53 Terra Preta 15 

54 TP54 Terra Preta 15 

55 TP55 Terra Preta 30 

56 TP56 Terra Preta 30 

57 TP57 Terra Preta 30 

58 TP58 Terra Preta 30 

59 TP59 Terra Preta 45 

60 TP60 Terra Preta 45 

61 TP61 Terra Preta 45 

62 TP62 Terra Preta 45 

63 TP63 Terra Preta 45 

64 TP64 Terra Preta 45 

Continua 
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65 TP65 Terra Preta 45 

66 TP66 Terra Preta 45 

67 TP67 Terra Preta 45 

68 TP68 Terra Preta 45 

69 TP69 Terra Preta 45 

70 TP70 Terra Preta 45 

71 TP71 Terra Preta 45 

72 TP72 Terra Preta 45 

73 TP73 Terra Preta 45 

74 TP74 Terra Preta 45 

75 TP75 Terra Preta 45 

76 TP76 Terra Preta 45 

77 TP77 Terra Preta 45 

78 TP78 Terra Preta 45 

79 TP79 Terra Preta 45 

80 TP80 Terra Preta 45 

81 TP81 Terra Preta 45 

82 TP82 Terra Preta 45 

83 TP83 Terra Preta 45 

84 TP84 Terra Preta 45 

85 TP85 Terra Preta 45 

86 TP86 Terra Preta 45 

87 TP87 Terra Preta 45 

88 TP88 Terra Preta 45 

89 TP89 Terra Preta 45 

90 TP90 Terra Preta 45 

91 TP91 Terra Preta 45 

92 TP92 Terra Preta 45 

93 TP93 Terra Preta 45 

94 TP94 Terra Preta 45 

95 TP95 Terra Preta 45 

96 TP96 Terra Preta 45 

97 TP97 Terra Preta 45 

98 TP98 Terra Preta 45 

99 TP99 Terra Preta 10 

100 TP100 Adjacente 10 

101 TP101 Adjacente 10 

102 TP102 Adjacente 10 
Continua 
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103 TP103 Adjacente 10 

104 TP104 Adjacente 10 

105 TP105 Adjacente 10 

106 TP106 Adjacente 10 

107 TP107 Adjacente 10 

108 TP108 Adjacente 10 

109 TP109 Adjacente 10 

110 TP110 Adjacente 10 

111 TP111 Adjacente 10 

112 TP112 Adjacente 10 

113 TP113 Adjacente 10 

114 TP114 Adjacente 10 

115 TP115 Adjacente 10 

116 TP116 Adjacente 10 

117 TP117 Adjacente 10 

118 TP118 Adjacente 10 

119 TP119 Adjacente 10 

120 TP120 Adjacente 10 

121 TP121 Adjacente 10 

122 TP122 Adjacente 10 

123 TP123 Adjacente 10 

124 TP124 Adjacente 10 

125 TP125 Adjacente 10 

126 TP126 Adjacente 10 

127 TP127 Adjacente 10 

128 TP128 Adjacente 10 

129 TP129 Adjacente 10 

130 TP130 Adjacente 10 

131 TP131 Adjacente 10 

132 TP132 Adjacente 10 

133 TP133 Adjacente 10 

134 TP134 Adjacente 10 

135 TP135 Adjacente 20 

136 TP136 Adjacente 20 

137 TP137 Adjacente 20 

138 TP138 Adjacente 20 

139 TP139 Adjacente 20 

140 TP140 Adjacente 20 

Continua 
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Conclusão    

141 TP141 Adjacente 20 

142 TP142 Adjacente 20 

143 TP143 Adjacente 20 

 

 

3.4 Extração do DNA genômico 

 

O isolamento do DNA genômico dos isolados foi feito a partir de culturas líquidas (25 

mL) sendo as células posteriormente coletadas por centrifugação. O DNA foi isolado de 

acordo com DOYLE e DOYLE (1990) conforme a seguir: 700 µL do tampão de extração 

(NaCl 1,4 M, Tris-HCl 100 mM pH 8,0, EDTA 20 mM pH 8,0, PVP-40 1%, CTAB 2%, 

proteinase K 100 µg/ml e β-mercaptoetanol 0,2%) foram adicionados às células, seguido de 

re-suspensão e incubação a 65oC por 30 min. A suspensão foi extraída com 

clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) por 3 vezes, precipitada com isopropanol, seca ao ar e 

ressuspendida em TE pH 8,0 (Tris-HCl 10 mM e EDTA 1 mM). O DNA total foi quantificado 

através de espectofotômetro modelo Lambda Bio da Perkin Elmer. Cinco microlitros do DNA 

foram analisados em gel de agarose 1%, utilizando como padrão de tamanho de DNA o 

marcador molecular 1 kb Plus DNA LadderTM (Invitrogen Life Technologies, São Paulo, 

Brasil). Os géis foram documentados utilizando-se o programa “Multi Analyst” do “Fluor-

STM Multimager” (BioRad, Hercules, Califórnia, E.U.A), bem como em espectrofotometria a 

260/280 nm. 

 

3.5 Amplificação do gene que codifica o 16S rRNA 

 

O gene 16S rRNA foi amplificado por PCR com os seguintes oligonucleotídeos 

iniciadores para o domínio Eubacteria fD1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1 
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(5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (WEISBURG et al., 1991). Amplificações do gene 16S 

rRNA por PCR foram feitas em volume de 50 µL contendo 5 pmols de oligonucleotídeos 

iniciadores, 200 µM de cada dNTP, 1 X tampão Taq, 1,5 mM de MgCl2, 2 U Platinum Taq 

DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, São Paulo, Brasil) e 50 ng de DNA. 

 

A PCR foi realizada no termociclador de modelo GeneAmp PCR System 9700 – Aplied 

Biosytem com o seguinte ciclo: 3 min. de desnaturação a 94oC, seguido de 30 ciclos com 

desnaturação a 94oC por 1 min., anelamento a 55oC por 30 seg., extensão a 72oC por 30 seg. e 

extensão final a 72oC por 10 min. Uma alíquota de 5 µL do produto da PCR foi analisada em 

gel de agarose 1%, utilizando como padrão de tamanho de DNA o marcador molecular 100 pb 

(Invitrogen Life Technologies, São Paulo, Brasil). Os géis foram documentados através do 

programa “Multi Analyst” do “Fluor-STM Multimager” (BioRad, Hercules, Califórnia, 

E.U.A).  

 

3.6 Purificação do DNA 

 

A purificação do DNA foi efetuada da seguinte forma: todo o volume do produto de 

PCR (45 µL) foi transferido para tubos Eppendorf de 500 µL e adicionados 135 µL de 

isopropanol 100% e 45 µL de água ultrapura (Ex: milli-Q) autoclavada. A mistura foi 

homogeneizada (vórtex) por alguns segundos. Foi deixado em repouso por 2 h a –20oC; em 

seguida foi centrifugada a 20.800 × g por 25 min., a temperatura ambiente. O sobrenadante 

foi descartado totalmente e adicionado 250 µL de etanol 70% (diluído em água ultrapura 

imediatamente antes de usar). Homogeneizou-se (vórtex) por alguns segundos e centrifugou-

se a 20.800 × g por 5 min., a temperatura ambiente; o sobrenadante foi descartado totalmente 

e o precipitado foi secado no concentrador de DNA por 10 min. e ressuspendido em 50 µL de 
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água ultrapura autoclavada. Agitou-se em vórtex seguido de um pulso na microcentrífuga; o 

material (5 µL) foi colocado em gel de agarose 1% e o restante foi armazenado em freezer –

20oC até a próxima etapa (digestão com enzimas de restrição). 

 

3.7 Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) 

 

As reações de digestão foram realizadas utilizando-se aproximadamente 500 ng do 

produto de PCR resultante da amplificação do gene 16S rRNA universal purificado: 2,0 µL do 

tampão da enzima, 0,3 µL da enzima de restrição (10 U/µL) em volume final de 20 µL. As 

reações foram incubadas a 65oC para as enzimas Taq I, Msp I e RSA I. Todo o produto de 

PCR foi analisado em gel de agarose 1,7%, utilizando como padrão de tamanho de DNA o 

marcador molecular 1 Kb Plus DNA LadderTM (Invitrogen Life Technologies). Os géis 

foram documentados pelo programa “Multi Analyst” do “Flúor-STM Multimager” (BioRad, 

Hercules, Califórnia, E.U.A). 

 

A seguir, encontram-se descritas as enzimas de restrição (endonuclease) utilizadas neste 

estudo, com suas respectivas seqüências de corte: 

 

Taq I:   5’ – T ↓ CG A – 3’                                  Msp I: 5’ – C ↓ CG G – 3’    

3’ – A GC ↑ T – 5’        3’ – G GC ↑ C – 5’ 

 

        Rsa I:    5’ – G T ↓ A C - 3’ 

3’ – C A ↑ T G - 5’ 
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3.8 Seqüenciamento do Gene 16S rRNA 

 

A PCR de seqüenciamento dos fragmentos foi feita através do kit de seqüenciamento 

DYEnamic ET Terminator Cycle (Amersham Biosciences, Inglaterra, UK). A reação foi para 

um volume final de 10 µL onde foram utilizados 200 ng dos fragmentos de interesse; 5 

pmoles de oligonucleotídeos iniciadores; 2,0 µL de tampão 2,5 X; 2,0 µL de DYEnamic ET 

Terminator Cycle. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram: rD1 e fD1, além dos 

conjuntos de oligonucleotídeos internos descritos na Tabela 3, visando o fechamento da 

seqüência do gene 16S rRNA. As condições de amplificação para o iniciador T7 foram: 2 

min. de desnaturação a 96oC, seguidos de 25 ciclos com desnaturação a 96oC por 45 seg., 

anelamento a 50oC por 30 seg., extensão a 60oC por 4 min., enquanto que para os demais 

iniciadores tais condições encontram-se a seguir: 4 min. de desnaturação a 94oC, seguidos de 

25 ciclos com desnaturação a 94oC, por 1 min.; anelamento a 55oC por 30 seg. e extensão a 

60oC por 4 min. 

 

Tabela 3- Seqüências dos oligonucleotídeos iniciadores internos para amplificação do gene. 

 

Seqüência (5'-3') 

Posição de alinhamento na  

seqüência de E. coli 

AGA GTT TGA TCC TGC CTC AG 8-28FDI eubactéria 

AAG GAG GTG ATC CAG CC 1526-1542RDI eubactéria 

CCT ACG GGA GGC AGC AG 341-357F 

CTG CTG CCT CCC GTA GG 357R 

GTA G(GC)G GTG AAA T(GC)C GTA GA 685-704F 

TCT ACG SAT TTC ACC (GC) CT AC 704R 

GCA ACG AGC GCA ACC C 1099-1114F 

GGG TTG CGC TCG TTG C 1114R 
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Após a amplificação dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitação para a 

eliminação dos dNTPs que não foram incorporados. Foram adicionados 1 µL de tampão 

acetato de sódio/EDTA, mais 40 µL etanol a 95% (recém preparado). Após a homogeneização 

por agitação, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 15 min., a temperatura 

ambiente. O sobrenadante foi descartado e 500 µL de etanol 70% foram adicionados. Após a 

homogeneização, as amostras foram centrifugadas por 5 min. a 12.000 rpm. O sobrenadante 

foi descartado e o precipitado incubado por 5 min. a 40oC para secagem. Em seguida o 

precipitado foi ressuspendido em 10 µL de formamida (HiDi formamida – Applied 

Biosystems) em microplacas. A microplaca foi colocada em um termociclador para a 

desnaturação do DNA a 96oC durante 5 min. e imediatamente colocada no gelo por 2 min. A 

leitura das bases marcadas foi realizada no Seqüenciador Automático ABI Prism 3100 

Genetic Analyser do departamento de Ciências Biológicas no Laboratório Biologia Celular de 

Plantas – ESALQ/USP. 

 

3.9 Processamento e análise filogenética das seqüências 

 

As seqüências geradas foram processadas removendo-se as bases de baixa qualidade 

(<20) através dos programas Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux (EWING; 

GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDON et al., 1998). As seqüências obtidas foram 

comparadas com outras seqüências previamente depositadas no GenBank do National Center 

for Biotechnology Information (NCBI), utilizando-se a ferramenta Basic Local Aligment 

Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990). A construção e visualização da árvore 

filogenética foi realizada com o auxílio do programa Mega 3.1 (KUMAR et al., 2004). O 

alinhamento das seqüências foi realizado através do programa Clustal W 1.8 

(http://www.ebi.ac.uk/index.html) (THOMPSON et al., 1994). Posteriormente, o ajuste das 
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extremidades das seqüências de DNA, de forma que todas elas tivessem o mesmo número de 

bases e estivessem completamente alinhadas foi realizado com o auxílio do programa BioEdit 

(HALL, 2001). Para o cálculo da significância estatística da similaridade entre as seqüências 

foi utilizada uma re-amostragem para 1000 replicações (SWOFFORD et al., 1996). O método 

de distância (“Neighbour Joining”) (SAITOU; NEI, 1987) foi usado na construção da árvore 

filogenética. 

 

3.10 Distribuição dos genes de NRPS e PKS 

 

Para amplificação de seqüências conservadas de NRPS e PKS, utilizou-se um conjunto 

de oligonucleotídeos iniciadores descritos na Tabela 4, confeccionado pela Integrated DNA 

Technologies, Inc. (Integrated DNA Technologies, INC., Coralville, IA, EUA). A 

amplificação foi feita em solução contendo: tampão para a reação PCR 1 X (Tris HCl 20 mM 

pH 8,4; KCl 50 mM); 0,2 mM de cada dNTP; MgCl2 5 mM; 1,5 U de Platinum® Taq DNA 

Polimerase (Invitrogen); 10 ng de DNA; 5 pmol de cada iniciador; 4% de DMSO 

(dimetilsulfóxido); água ultrapura (Milli-Q) esterilizada, para um volume final de 25 µL. A 

reação foi feita em um termociclador “Gene Amp PCR System 2400” (Applied Biosystems), 

nas seguintes condições: 94ºC/2 min; 5 ciclos de 94ºC/1 min, 45ºC/1 min, 72ºC/1 min; 30 

ciclos de 94ºC/30 s, 50ºC/1 min, 72ºC/4 min; extensão final a 72ºC/15 min. 

 

Uma alíquota de 5 µL do produto da PCR foi analisada em gel de agarose 1%, 

utilizando como padrão de tamanho de DNA o marcador molecular 100 pb (Invitrogen Life 

Technologies, São Paulo, Brasil). Os géis foram documentados através do programa “Multi 

Analyst” do “Fluor-STM Multimager” (BioRad, Hercules, Califórnia, E.U.A).  
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Tabela 4- Iniciadores de reação que foram utilizados na amplificação de PCR. 

 

Iniciador 

 

          Seqüência no sentido 5’-3’ 

 

Referência 

 

MTF 

 

GCN GGY GGY GCN TAY GTN CC 

 

NEILAN et al. (1999) 

MTR CCN CGD ATY TTN ACY TG NEILAN et al. (1999) 

KS+ MGI GAR GCI HWI SMI ATG GAY CCI CAR CAI MG BEYER et al. (1999) 

KS- GGR TCI CCI ARI SWI GTI CCI GTI CCR TG BEYER et al. (1999) 

 

 

3.11 Produção de sideróforo em meio sólido 

 

A produção de sideróforos foi verificada para as 143 linhagens descritas na Tabela 2. A 

análise de cromoazurol S (CAS) ágar foi realizada conforme a seguir (SCHWIN; 

NEILANDS, 1987): 60,5 mg de CAS foram dissolvidos em 50 ml de água destilada e 

misturada com 10 ml de ferro (III) (FeCl3•6H2O 1 mM em HCl 10 mM). Sob agitação, esta 

solução foi vagarosamente adicionada a 72,9 mg de HDTMA (hexadecyltrimethylammonium) 

dissolvido em 40 ml de água. Estas soluções foram autoclavadas separadamente. 

Separadamente também foi autoclavado um meio de cultura deficiente em ferro (MM9) de 

acordo com PAYNE (1994), modificado por SILVA-STENICO et al. (2005). O meio era 

composto de (1 L): KH2PO4 0,3 g L-1, NaCl 0,5 g L-1, NH4Cl 1,0 g L-1. Em 100 ml desta 

solução foram adicionados 1,2 g de Tris e 18 g de agar, pH 5.6, completado para 1 L e 

autoclavada. Esta solução foi suplementada com 30 ml de casaminoácido desferrado 10% 

(m/v) (o ferro contaminante foi removido com 3% de 8-hidroxiquinolina em clorofórmio), 

manitol 2 g/L, 1 ml de MgCl2 1 M e 1 ml de CaCl2 100 mM. Estas soluções foram preparadas 

e filtradas em filtro Millipore 0,22 µ. A solução de CAS foi adicionada ao meio MM9 e as 

placas foram inoculadas com linhagens de culturas estoques e incubadas a 28oC. A mudança 
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de cor de azul para amarelo do meio CAS foi anotada. Toda a vidraria utilizada foi lavada 

com HCl 6 N para retirada de ferro contaminante. 

 

3.12 Detecção de sideróforo em solução pelo método do CAS 

 

Seis mililitros de HDTMA 10 mM foram adicionados em balão volumétrico de 100 ml e 

diluído com água. Uma mistura de 1,5 ml de ferro(III) (1 mM FeCl3 em HCl 10 mM) e 7,5 ml 

de solução de CAS (2 mM) foi cuidadosamente adicionada ao balão volumétrico. Piperazina 

anidra 4,307 g foi dissolvida em água e 6,25 ml de HCl 12 M foram adicionados. Esta solução 

(pH 5,6) foi adicionada ao balão volumétrico até completar os 100 ml. Esta solução foi 

estocada em ausência de luz. Uma alíquota de 0,5 ml da solução de sideróforo ou 

sobrenadante de cada cultura foi misturada com 0,5 ml da solução de CAS (A). Um branco 

(Aref) foi preparado usando exatamente os mesmos componentes, menos o sideróforo (p.e. o 

meio não inoculado usado para a cultura das bactérias). Após atingir o equilíbrio, a 

absorbância foi lida a 630 nm. O cálculo da produção de sideróforo foi realizado da seguinte 

maneira: A/Aref (A = absorbância da amostra, Aref = absorbância do branco). 

 

3.13 Análise de sideróforos – propriedades químicas 

 

Para estas análises todos os isolados foram cultivados em meio líquido MM9. O 

crescimento celular foi medido pela densidade ótica a 600 nm (DO600) em espectrofotômetro 

Perkin-Elmer. A bactéria foi proveniente de um inóculo padrão (100 µl de uma suspensão 

com absorbância a 600 nm de 0,5) em frascos de 10 ml contendo 50 ml de meio MM9 e 

incubado a 28oC em shaker a 150 rpm. As culturas foram centrifugadas e os sobrenadantes 
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utilizados para os ensaios. As linhagens TP26, TP27 e TP122 foram utilizadas como controle 

negativo, uma vez que não apresentaram halo no teste de CAS-agar para sideróforo. 

 

Para detectar a análise funcional do sideróforo, dois testes foram realizados: 

 

3.13.1 Análise pelo método de CSÁKY (1948) 

 

Essa análise identifica sideróforos do tipo hidroxamato. Uma curva padrão foi realizada 

utilizando hidroxilamina em concentrações de 10 a 400 µM. O sobrenadante (1 ml) da cultura 

foi hidrolizado com 1 ml de H2SO4 6 N em digestor por 30 min a 130oC. A solução foi então 

tamponada adicionando 3 ml da solução de acetato de sódio 35%. Então, foi adicionado 1 ml 

da solução de ácido sulfanílico 1% seguido por 0,5 ml de solução de iodina 1,3%. Após 5 

min., o excesso de iodina foi destruído com 1 ml da solução de arsenito de sódio 2%. Um ml 

de α-naftalamina 0,15% foi adicionado.  A cor se forma entre 20 e 30 min. A absorbância foi 

lida a 526 nm. 

 

3.13.2 Análise pelo método de ARNOW (1937) 

 

Esta análise é destinada para sideróforos da classe catecol. Uma curva padrão foi 

realizada utilizando ácido hidroxibenzóico em concentrações de 10 a 590 µM. Para 1 ml de 

sobrenadante ou solução de sideróforo, foi adicionado na seguinte ordem misturando após 

cada adição: 1 ml de HCl 0,5 N, 1 ml de nitrito-molibdato 10% e 1 ml de NaOH 1 N. A cor é 

estável por 1 h e a solução tem absorção máxima a 510 nm. 

 

 



 59 

3.14 Estudo da linhagem Pseudomonas putida TP11 

 

Testes preliminares foram realizados com P. putida TP11 para identificação de 

sideróforo através de espectrometria de massas (ESI-Q-TOF). 

 

3.14.1 Extração do composto 

 

Para esta análise P. putida TP11 foi inoculada em uma placa contendo MM9-CAS-agar 

até a formação do halo amarelo (indicador da presença de sideróforo). Então uma área de 1 

cm2 foi recortada da placa contendo o halo amarelo e para o controle foi recortada a parte azul 

(Figura 7). A metodologia empregada deu-se da seguinte maneira: as regiões recortadas das 

placas de CAS contendo halos produzidos pela bactéria foram diluídas em 1 ml de água 

destilada acidificada (pH 2) e adicionado 1 ml de acetato de etila. A fase orgânica foi coletada 

para uso posterior. 

 

 

Figura 7. Teste do CAS-agar para análise em espectrometria de massas. As letras (A e B) 
indicam as áreas que foram recortadas da placa para extração do composto. A) 
Área usada como controle (sem crescimento bacteriano); B) Área que apresentou 
produção de sideróforos e formação de halos ao redor das colônias.   

 

 

 

BB

AA
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3.14.2 Espectrometria de massas 

 

Esta análise foi realizada no Instituto de Química, Univers. Estadual de Campinas 

(UNICAMP) em colaboração com o Dr. Marcos Nogueira Eberlin e Dr. Luis Alberto Beraldo 

de Moraes (USP-RP). A fase orgânica foi separada e analisada em espectrometria de massas 

usando um Q-Tof (Micromass, Manchester, UK) híbrido de alta resolução (7.000) e alta 

precisão (5 ppm) equipado com uma fonte de ionização por electrospray (ESI). As condições 

para a ESI no modo positivo foram as seguintes: gás de dessolvatação (nitrogênio) foi 

aquecido a 150ºC; o capilar foi mantido a um potencial de 3.5 kV e a voltagem do cone foi de 

25 kV. A fragmentação do peptídeo (MS/MS tandem) foi adquirida selecionando-se o íon 

com a MM alvo usando o analisador de massas quadrupolo seguido de 20eV, dissociação de 

colisão induzida usando argônio na célula de colisão do quadrupolo e análise de massas pelo 

TOF. Os extratos foram dissolvidos em uma mistura de metanol:água (1:1 v/v). As amostras 

foram introduzidas na fonte a 5 µL/min com uma seringa. 

 

3.15 Estudo da linhagem Pseudomonas putida TP16 

 

A linhagem TP16 foi escolhida para este estudo por possuir sideróforos da classe catecol 

e hidroxamato e apresentar atividade antimicrobiana. 

 

3.15.1 Bioensaios 

 

Um pré-inóculo foi preparado a partir de 300 ml de meio líquido MM9, contendo 

manitol 0,5%. Este pré-inóculo (cultivado por 24 h) foi centrifugado e as células foram 

inoculadas em 3 L de meio MM9 sob agitação a 28oC. Após a cultura atingir a fase 
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exponencial de crescimento, 500 ml de cultura foram centrifugados e o sobrenadante separado 

em 2 frações de 250 ml para a extração de compostos bioativos extracelulares. Para cada 

fração foi adicionado um solvente: clorofórmio e acetato de etila para se testar a melhor 

eficiência de separação dos compostos. A fase orgânica foi coletada e evaporada até 2 ml. O 

meio líquido MM9 também foi extraído em acetato de etila e clorofórmio na mesma 

proporção das amostras. Estes extratos foram utilizados para atividade antimicrobiana. 

Extratos orgânicos das culturas foram utilizados em bioensaios em placas de Petri contendo 

linhagens selecionadas de bactérias e fungos fitopatogênicos, da coleção de isolados do 

Laboratório de Biologia Celular e Molecular (CENA-USP), entre eles: Bacillus subtilis, 

Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus, Staphylococcus pasteuri, Bacillus cereus, 

Paracoccus sp e Staphylococcus aureus, os fungos Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani e a 

levedura Candida cruzeii. As bactérias foram inoculadas em meio LB (Luria-Bertani) 

(BERTANI, 1951), os fungos em extrato de malte 3% e a levedura em meio YM (extrato de 

levedura-manitol) (VINCENT, 1970). 

 

Os testes consistiram em colocar discos de filtro de papel (6 mm ∅) esterilizados 

contendo 20 µL do extrato orgânico em placas inoculadas com os microrganismos testes. As 

placas foram inoculadas por 24 h a 28oC para bactérias e levedura e por 7 dias a 30oC para os 

fungo. Resultados positivos foram visualizados pelo aparecimento de zonas de inibição de 

crescimento. 
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3.15.2 Análise da produção de sideróforos 

 

O cultivo da bactéria foi o mesmo descrito no item anterior. Coletas de alíquotas foram 

realizadas a cada 12 h para análise do crescimento celular (OD 600nm) e sideróforos (CAS 

líquido).  

 

 

3.15.3 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

A CCD foi realizada para avaliação analítica qualitativa dos componentes dos extratos 

orgânicos, utilizando-se cromatoplacas de sílica GF254 em suporte de alumínio, da MERCK. O 

solvente de eluição usado foi uma mistura de hexano:acetato de etila:ácido acético (55:45:0.1) 

(v/v). 

 

Os extratos orgânicos obtidos no item 3.15.1 foram aplicados nas cromatoplacas na 

quantidade 10 µl, tendo sido aplicado o controle (extrato do meio de cultura) como referência. 

As bandas foram identificadas sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm e 366 

nm e o cálculo dos Rfs (fator de retenção) segundo a seguinte equação:  

 

Rf =  Distância do centro da banda à linha de partida 

       Distância da frente do eluente à linha de partida 

 

 

 

 

 



 63 

3.15.4 Espectrometria de massas (Q-TOF) 

 

A metodologia empregada para a espectrometria de massas foi a mesma descrita no 

item 3.14.2. Os extratos orgânicos obtidos no item 3.15.1 foram introduzidos na fonte a 5 

µL/min com uma seringa. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Extração de DNA genômico  

 

Foram isoladas em média 20 colônias de bactérias de cada amostra de solo, totalizando 

um número de 143 isolados. As extrações de DNAs genômicos das culturas puras foram 

realizadas com sucesso usando o protocolo descrito por DOYLE e DOYLE (1990). A 

concentração e a pureza desses DNAs foram determinadas em espectrofotômetro. Em 

seguida, os DNAs totais foram diluídos para padronização, para um total de 10 ng/µl de DNA. 

 

4.2 Amplificação do gene 16S rRNA 

 

Os DNAs totais foram amplificados por PCR com os oligonucleotídeos iniciadores do 

gene ribossomal 16S para o Domínio Eubacteria fD1 e rD1. Os produtos de PCR de todos os 

isolados foram purificados usando-se precipitação por isopropanol e então ressuspendidos em 

água ultrapura esterilizada. Amplificações do gene 16S rRNA por PCR confirmaram a 

presença de bactérias entre os isolados. 

 

A plasticidade genética das bactérias, que permite transferência do DNA através dos 

plasmídeos, bacteriófagos e transposons, complica a identificação da espécie bacteriana. Os 

métodos para medir a diversidade microbiana no solo podem ser categorizados em dois 

grupos: técnicas bioquímicas e técnicas moleculares. Conseqüentemente, muitas outras 

técnicas foram desenvolvidas para avaliar a diversidade microbiana da comunidade. Nestes 

métodos, o DNA é extraído da amostra ambiental e purificado. O DNA alvo (16S, 18S ou 

ITS) é amplificado usando iniciadores universais ou específicos e os produtos resultantes são 
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separados de maneiras diferentes (WOESE et al. 1990;  KIRK et al., 2004). A amplificação de 

seqüências correspondentes ao gene ribossomal 16S produziu uma banda única em torno de 

1500 pb para todas as linhagens testadas (Figura 8). 
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% com produtos de amplificação 
(oligonucleotídeos iniciadores específicos para o gene ribossomal 16S rRNA). M) 
marcador molecular 100 pb; B) controle negativo (sem DNA). Os números acima 
das canaletas correspondem aos isolados indicados na Tabela 2. 

 

   M    1      2     3     4     5    6       7      8    9     10   11    12   13    14   15   16   17    18   19    20   21    22   23   24    25   26   27    28   29 

M    30    31   32   33    34   35   36    37   38    39    40    41    42   43  44    45    46   47   48    49   50    51   52   53   54   55    56    57   58 

M    59   60   61   62   63    64   65   66    67    68   69   70   71    72   73   74   75    76    77   78    79   80    81   82    83   84   85    86   87  

M    88   89   90   91    92    93   94   95   96    97   98    99  100 101  102  103 104 105  106 107 108  109  110 111 112  113  114 115 116 

  M  117 118  119 120 121  122  123  124 125 126 127 128  129 130 131 132 133 134 135  136 137  138  139  140 141 142 143  B 

1500p
b 
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4.3 Análise de restrição de DNA ribossomal amplificado (ARDRA) 

 

Posteriormente os produtos de PCR foram submetidos à técnica de restrição de 

seqüências amplificadas do gene 16S rRNA (ARDRA) com o propósito de detectar a 

variabilidade genética entre os isolados de bactérias de cada amostra de solo. De acordo com 

o padrão de clivagem obtido, foi possível observar de 2 a 4 fragmentos por enzima de 

restrição (Figura 9). Fragmentos com tamanho acima de 100 pb foram considerados na 

presente análise. De acordo com o padrão de clivagem utilizado destas enzimas, foi possível 

observar polimorfismos entre os isolados deste estudo. 

 

O valor deste método está na sua rapidez e habilidade para avaliar diferenças entre 

grupos filogenéticos, efetuando análises em vários níveis de classificação (JORGENSEN; 

CLUSTER, 1989). 
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1,7% com produtos de digestão enzimática com a 
endonuclease Taq I após a amplificação do gene 16S rRNA. M – marcador 
molecular 1Kb Ladder. Os números acima das canaletas correspondem aos 
isolados de TPA, conforme a numeração da Tabela 2.  

 M     1     2     3    4   5      7     8    9    10  11  12  13    14  15  16    17  18   19   20   21  22   23   24  25   26  27   29   30  M 

M   31  32  33   34  35   36   37  38   39  40  41   42  43    46    47   49  50  51  52     55  57  58   59  60   61   62   64   65  M 

M   65   66   67  68   69   70   71  72   73  74   75  76  77   78   79   81   82   83  84   85  86  87   88   89  90  91  93   94   M 

M    95   96   97  98   99  100 101102 103 104 105 106 107108 109 110  111 112 114 115 116 117 118 119 120122 123 125 M 

M    127     128     129   130      131     132      133    134    135   138     139   140    141     142     143     126    M 

1500p
b 600pb 
 

100pb 
 

2072p
bb 
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De acordo com a Figura 9 alguns isolados não apresentaram padrões de restrição, portanto 

um segundo grupo de enzimas RsaI e MspI foi testado para estes isolados a fim de se observar o 

perfil de restrição (Figura 10). 

 

Rsa I  (a) 

 

 

 

Msp I (b) 

 

 

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,7% com produtos de digestão enzimática com as 
endonucleases Rsa I (a) e Msp I (b) após a amplificação do gene 16S rRNA. M – 
marcador molecular 1Kb Ladder. B - controle negativo. Os números acima das 
canaletas correspondem aos isolados de TPA, conforme a numeração da Tabela 2.  

 

 

Os dados obtidos a partir do ARDRA com as enzimas de restrições (Figura 10) foram 

combinados. A partir do perfil obtido através da digestão com a enzima Taq I, pôde-se 

agrupar esses isolados (Tabela 5). 

 

Através dos grupos obtidos com a enzima Taq I, foram selecionados alguns isolados de 

cada grupo homólogo. Os produtos de PCR foram digeridos então com enzimas de restrição 

M  17  03  04   05   09   11    12   21  27   15   32   58   96   97  101  99  102 103 104 131 133 139 140 143 134 135 117120  B 

 17    3      4      5    9    11   12    21   27    15  32    58   96   97  101  99  102  103 104  131 133  139 140 143 134 135  117 120   B      
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Rsa I, Msp I e pôde-se realizar um novo agrupamento desses isolados, confirmando os 

resultados obtidos com a enzima Taq I. 

 

Tabela 5- Análise de polimorfismo do DNA genômico, através de enzimas de restrição, nos 
isolados de bactérias de TPA e solo adjacente. 

Isolados homólogos % dos grupos homólogos 

01; 07; 17; 23 e 24 3,96 
02 0,79 

03; 04; 05; 08; 09; 11; 12; 13; 18; 21, 27, 139, 140 e 
143 

11,1 

10 0,79 
19; 20 e 25 2,38 

22 0,79 
26 0,79 

29 0,79 

30 e 37 1,58 

31; 32; 34; 35; 38; 39; 40; 41; 42; 43; 46; 47; 48; 49; 
50; 51; 55; 57; 58; 59; 60; 61; 62; 63 e 64 

19,84 

16; 65; 67; 68; 69; 70; 71; 72; 73; 75; 76; 78; 79; 81; 
87; 88; 91; 93; 94; 98; 102 

16,66 

66; 74 e 77 2,38 

86 e 90 1,58 

96; 97; 99 e 101 3,17 

84; 107; 112; 115; 116 e 119 4,76 

52 e 100 1,58 

103; 104; 105; 109 e 123 3,96 

82; 83; 85; 102; 114; 118; 125; 126; 128; 127; 129 e 
130 

9,52 

108 0,79 

111 e 122 1,58 

117 e 120 1,58 

136 0,79 

131 e 133 1,58 

Continua 
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Conclusão  

132 0,79 

138; 141 e 142 2,38 
89; 95; 110; 134 e 135 3,96 

 

 

Do total de 143 isolados analisados, 17 isolados ou 11,8% não amplificaram ou não 

apresentaram um perfil de restrição. Os resultados obtidos com 126 isolados demonstraram 

certa diversidade de seqüências de rDNA 16S nas amostras analisadas, visto que 6,78% 

apresentaram padrões de digestão distintos e houve formação de 3 grandes grupos, os quais 

apresentaram similaridade nos padrões de restrição.  

 

Uma das maiores dificuldades para se estudar as comunidades do solo é a imensa 

diversidade genética e fenotípica encontrada nas comunidades bacterianas e de fungos dos 

solos (OVREAS et al., 1998). É possível que 1% das bactérias cultiváveis seja representante 

da população inteira e os outros 99% está simplesmente em um estado fisiológico que iluda 

nossa habilidade de as cultivar (RONDON et al., 1999). Entretanto, é também provável que os 

99% são fenotipicamente e geneticamente diferentes do outros 1% e uma minoria da 

população está sendo representada (RONDON et al., 1999, 2000). 

 

GARCIA (2006) identificou microrganismos do grupo das actinobactérias em TPAs, 

apesar da pouca informação sobre a população microbiana do local. Essas bactérias foram 

determinadas utilizando-se o método ARDRA para obter a diversidade e para 

identificar/classificar os isolados ao nível de gênero e algumas vezes ao nível de espécie 

(LOUWS et al., 1999). 
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RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e ARDRA são métodos utilizados 

para detectar alterações estruturais nas comunidades microbianas, mas não para medir ou 

detectar a diversidade de grupos filogenéticos específicos (LIU et al., 1997). Há vários 

métodos disponíveis para estudar a diversidade microbiana do solo. Cada método tem suas 

limitações e fornece somente um retrato parcial de um aspecto da diversidade microbiana do 

solo. É impossível avaliar a eficácia de cada método com o conhecimento atual, recomenda-se 

que se estudem as populações microbianas nos mais diferentes níveis possíveis (KIRK et al., 

2004). 

 

4.4 Seqüenciamento do gene 16S rRNA 

 

Após a análise de polimorfismo pelo ARDRA, os 17 isolados foram seqüenciados, 

sendo editadas as bases de baixa qualidade (<20) através dos programas Phred/Phrap/Consed 

em sistema operacional Linux e então analisadas pelo BLASTn contra a base de dados do 

NCBI. Os resultados indicaram a presença de diversos gêneros, como por exemplo, 

Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, etc. conforme mostra a Tabela 6. 
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Tabela 6- Identificação dos isolados através de seqüenciamento do gene 16S rRNA. 

Amostra Espécie Homologia 

(%) 

TP02 Variovorax paradoxus 99% 

TP11 Pseudomonas putida 99% 

TP16 Pseudomonas putida 99% 

TP20 Agrobacterium sp 98% 

TP26 Alcaligenes faecalis 99% 

TP30 Bacillus megaterium 98% 

TP32 Arthrobacter sp 97% 

TP60 Arthrobacter sp 98% 

TP65 Arthrobacter chlorophenolicus 98% 

TP67 Brevundimonas sp 99% 

TP77 Arthrobacter chlorophenolicus 98% 

TP86 Bacillus sp 98% 

TP96 Pseudomonas putida 98% 

TP103 Bacillus sp 99% 

TP130 Bacillus sp 99% 

TP134 Beta proteobacterium 99% 

TP138 Arthrobacter chlorophenolicus 99% 

 

Os índices de similaridade encontrados nas seqüências do 16S rRNA dos diferentes 

isolados variaram de 97 a 99% (Tabela 6). 

 

Dos 143 isolados pôde-se diferenciar 8 grupos através dos resultados obtidos pelo 

seqüenciamento (Tabela 7).  
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Tabela 7- População de bactérias encontradas em TPA e solo adjacente. 

 
Isolados (TP) 

 
Microrganismo 

      
     Total por 
       Grupos 

  
  Sideróforo 
        (%) 

 
 2 

 

Variovorax sp. 
 
1 

 
100 

 
 3;  4;  5; 8; 9; 11; 12; 13; 
16; 18; 21; 27; 43, 68; 69; 
70; 71; 72; 73; 75; 76; 78; 
79; 81; 87; 88; 91; 93; 94; 
97; 98; 99; 102, 139 e 140 

 

Pseudomonas sp. 
 

35 
 

49 

 
19, 20 e 25 

 

Agrobacterium sp. 
 
3 

 
100 

 
26 

 

Alcaligenes sp. 
 
1 

 
0 

 
31; 32; 34; 35; 38; 39; 40; 
41; 42; 43; 46; 47; 48; 49; 
50; 51; 55; 57; 58; 59; 60; 
61; 62; 63, 64, 65, 77, 138, 
141 e 142 

 

Arthrobacter sp. 
 

30 
 

20 

 
67  

 

Brevundimonas sp. 
 
1 

 
0 

 
30, 37, 86, 90,103; 104; 
105; 109 e 123; 126; 127; 
128; 129 e 130 

 

Bacillus sp. 
 

14 
 

65 

 
89; 95; 110; 134 e 135 

Beta 

proteobacterium 

 
5 

 
60 

 

 

SMITH et al. (2006) realizaram um estudo filogenético de microrganismos bacterianos 

extraídos de três tipos de solos diferentes da Antártida. Utilizaram o método ARDRA e 

DGGE (Eletroforese em gel de gradiente desnaturante) e posterior confirmação dos isolados 

por seqüenciamento. Os resultados indicaram uma proporção elevada de isolados não 

cultiváveis e uma diversidade relativamente baixa de isolados já identificados. 

 

Na Figura 11 observa-se o número total de microrganismos encontrados nas amostras de 

TPA e solo adjacente, que mostra a grande população de bactérias do gênero Pseudomonas. 
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Figura 11. Porcentagem de isolados seqüenciados de solos TPA e adjacente. 

 

Um estudo mais detalhado foi realizado com a linhagem TP11 e TP16 por apresentarem 

produção de sideróforos e antimicrobianos. Foi realizado o seqüenciamento completo dos dois 

isolados, onde as linhagens foram identificadas como Pseudomonas putida. 

 

4.5 Processamento e análise filogenética das seqüências 

 

A Figura 12 mostra as distâncias genéticas entre os isolados seqüenciados neste estudo e 

outras seqüências disponíveis no GenBank. A árvore filogenética foi construída com o 

programa Mega 3 utilizando o 16S rRNA dos isolados seqüenciados. 

39 

33 

16 

6 
3 3 

Pseudomonas sp Arthrobacter sp Bacillus sp 

Beta proteobacterium Agrobacterium sp Outras bactérias 
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Figura 12. Árvore filogenética baseada na seqüência do gene 16S rRNA de isolados de TPA 
e solo adjacente, construída pelo método de “Neighbour Joining”. A árvore foi 
enraizada utilizando o gene 16S rRNA de Xanthomonas oryzae pv. oryzicola como 
grupo externo. Os números acima das linhas são valores de reamostragem obtidos 
com 1000 replicações.  

 

 Bacillus sp TP130 
Bacillus megaterium TP30 
 Bacillus sp TP103 
 Brevundimonas sp TP67 
 Brevundimonas sp (AM402981) 
 Pseudomonas putida TP96 
 Betaproteobacterium sp (AJ867904) 

 Variovorax paradoxus  (AB272327) 
 Alcaligenes faecalis TP26 
 Alcaligenes faecalis  (AB272368) 

 Arthrobacter sp. (DQ366002) 
 Arthrobacter sp TP32 
 Arthrobacter chlorophenolicus TP77 
Arthrobacter sp TP60 
Arthrobacter chlorophenolicus TP65 
 Variovorax paradoxus TP02 

 Bacillus subtilis (AF520863) 
 Rhizobium leguminosarum (AJ238208) 

 Arthrobacter chlorophenolicus TP138 
 Gamma proteobacterium (AY539824) 
 Gamma proteobacterium (AY539823) 
 Burkholderia sp (AF508806) 
 Burkholderia sp  (DQ856745) 
  Burkholderia sp (DQ851856) 
 Beta proteobacterium  TP134 

 Pseudomonas putida TP11 
 Pseudomonas putidaTP16 
 Pseudomonas pavonaceae (D84019) 
Pseudomonas aeruginosa (AF094715) 

 Bacillus sp TP86 
 Paracoccus denitrificans (Y16928) 

 Agrobacterium tumefaciens (M11223) 
 Agrobacterium rhizogenes (X67224) 
 Agrobacterium sp TP20 
Pseudomonas fluorescens (Y09356) 

 Pseudomonas aeruginosa (U33150) 
 Xanthomonas oryzae pv. oryzicola  (AY129230) 

55 
100 

100 

100 

41 
87 

84 
100 

87 
60 

57 

61 

96 

100 

100 

40 

57 

98 

15 

17 

91 
99 

69 
100 

100 

95 
57 

61 

100 

100 
99 

83 
48 

98 

0.1 
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Numa análise de reamostragem para 1000 replicações observou-se a formação de 2 

grandes grupos: um grupo formado principalmente pelas bactérias Arthrobacter, Alcaligenes e 

Bacillus e outro grupo formado pelas Burkholderia, Pseudomonas e Agrobacterium. Os 

resultados obtidos neste estudo comprovaram que as 2 linhagens selecionadas para o 

seqüenciamento completo (TP11 e TP16) estão relacionadas entre si e com outras 

Pseudomonas sob o ponto de vista filogenético. Todas as linhagens selecionadas do GenBank 

para compor a árvore filogenética foram escolhidas baseadas na sua capacidade de produzir 

sideróforos.  

 

4.6 Distribuição dos genes que codificam para NRPS e PKS 

 

O produto dessas complexas vias possuem várias propriedades farmacológicas, 

incluindo antibióticos, anti-tumor, anti-fúngico e agentes imunosupressores (JENKE-

KODAMA et al., 2005). A Tabela 8 apresenta a distribuição dos genes que codificam para 

NRPS e PKS de todos os isolados testados através da amplificação por PCR e o resultado da 

produção de sideróforo através de bioensaios com meio de cultivo seletivo (SCHWYN; 

NEILANDS, 1987). 
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Tabela 8- Identificação dos isolados que apresentaram os genes que codificam para NRPS e 

PKS e produção de sideróforos. 

Isolado NRPS PKS Sideróforo 

TP01 - - + 

TP02 - - + 

TP03 + - + 

TP04 + - + 

TP05 + - + 

TP06 - - + 

TP07 - - + 

TP08 - - + 

TP09 - + + 

TP10 + + + 

TP11 - + + 

TP12 - - + 

TP13 + - + 

TP14 - + + 

TP15 - + + 

TP16 + - + 

TP17 - + + 

TP18 + + + 

TP19 - - + 

TP20 - - + 

TP21 - + + 

TP22 - - + 

TP23 - - + 

TP24 - - + 

TP25 - + + 

TP26 - + - 

TP27 - - - 

TP28 - - - 

TP29 - + - 

TP30 - - - 

TP31 - - + 

TP32 - - - 

TP33 - - - 

TP34 - - - 

TP35 - - - 
Continua 
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TP36 - - - 

TP37 - - - 

TP38 - - - 

TP39 - + - 

TP40 - - + 

TP41 - - - 

TP42 - - - 

TP43 - + - 

TP44 - - - 

TP45 - - - 

TP46 - - - 

TP47 - - - 

TP48 - - - 

TP49 - - - 

TP50 - + - 

TP51 - - - 

TP52 + - - 

TP53 - - - 

TP54 + - - 

TP55 + - - 

TP56 - - - 

TP57 - - - 

TP58 - - + 

TP59 - - - 

TP60 - - - 

TP61 - - - 

TP62 - - - 

TP63 - - - 

TP64 - - - 

TP65 - - - 

TP66 - - - 

TP67 - - - 

TP68 - - - 

TP69 - - - 

TP70 - - + 

TP71 - - - 

TP72 - - - 

TP73 - - - 

Continua 
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TP74 - - - 

TP75 - - - 

TP76 - - - 

TP77 - - - 

TP78 - - - 

TP79 - - - 

TP80 - - - 

TP81 - - - 

TP82 - - - 

TP83 + + - 

TP84 - - - 

TP85 - - - 

TP86 + - - 

TP87 + - - 

TP88 - - - 

TP89 - - - 

TP90 + - - 

TP91 - - - 

TP92 - - - 

TP93 - - - 

TP94 - - - 

TP95 - - - 

TP96 + - + 

TP97 - - + 

TP98 - - + 

TP99 - - + 

TP100 - - + 

TP101 - - + 

TP102 - - + 

TP103 - - + 

TP104 + - + 

TP105 - - + 

TP106 - - + 

TP107 - - + 

TP108 - + + 

TP109 - - + 

TP110 - - + 

TP111 - - + 

Continua 
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Conclusão    

TP112 + - + 

TP113 - - + 

TP114 - - + 

TP115 + + + 

TP116 + + + 

TP117 - - + 

TP118 + + - 

TP119 + + + 

TP120 + + + 

TP121 - + + 

TP122 - + - 

TP123 - - - 

TP124 - - - 

TP125 - - - 

TP126 - - + 

TP127 + + + 

TP128 + + + 

TP129 - - + 

TP130 - + + 

TP131 - - + 

TP132 - + + 

TP133 - - + 

TP134 - + + 

TP135 + - + 

TP136 - + + 

TP137 - - + 

TP138 - - + 

TP139 - - + 

TP140 - - + 

TP141 - - + 

TP142 - - + 

TP143 - + + 
 

 

Os dados indicam que 50% dos isolados apresentaram produção de sideróforos, porém 

57% deste total não apresentaram os genes de NRPS e PKS, sugerindo que a via de produção 
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da molécula seja ribossomal. Dos 143 isolados 10% apresentaram o gene que codifica para 

NRPS, 14% para o gene que codifica para PKS e 7% possuem os 2 genes.  
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  M    96   100  105  118  127  130  132  133  134   135  136   08    09   10     11    12    13    23    24     25    B     A  

 M   A    1    2    3     4    5    6    7    13  14   15  16  17  18   19  20  21  22   26  27   28  29  30  31   32 33  34 35 36 

  M  37  38   39   40  41  42   43  44  45  46   47   48   49  50  51  52  53   54   55  56  57   58  59  60   61  62   63  64   65 

    M     66     67    68    69      70     71   72      73     74    75     76     77     78     79    80     81    B 

 M   A   81   82  83   84   85   86  87   88   89   90   91  92   93   94  95  97   98  99  102  103 104 105 106 107 108 109  110  111 

 M     A   112 113 114 115 116 117 119 120  121 122  123 124 125126 128 129 131 137 138  139 140 141 142  143   B  

NRPS (A) 

1000 pb 
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Figura 13. Produtos amplificados para o gene NRPS (A) e PKS (B). M) Marcador Ladder 100 pb 
DNA; B) Controle negativo (sem DNA); A) Controle positivo (Fischerella sp CENA19). 
Os números acima das canaletas correspondem às amostras indicadas na Tabela 2. 

PKS (B) 
  M     96    100   105  118   127  130  132   133  134    135  136     8      9      10    11     12    13    23     24     25     B      A  

M    A    1     2     3     4    5    6     7    13  14   15  16  17  18   19   20  21  22   26  27  28  29   30  31   32  33   34  35  36 

    M   37   38  39   40   41   42  43   44  45  46   47   48    49   50   51  52  53   54   55  56    57   58   59   60   61   62   63  64   65 

      M       66     67      68       69       70       71       72      73      74       75       76       77       78      79      80      81      B 

     M  A    81  82   83   84   85   86  87   88   89   90  91   92   93   94   95  97   98  99 102  103  104 105106 107 108 109 110 111 

  M    A  112 113  114 115 116 117 119 120  121 122 123  124  125 126 128 129 131 137 138 139 140 141  142 143   B  

700 pb 
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A Figura 14 apresenta a diversidade das bactérias presentes em TPA e solos adjacente 

em relação a presença dos genes que codificam para as enzimas NRPS e PKS. Observa-se que 

a maioria das bactérias não apresentou esses genes. Isto sugere que a biossíntese desses 

compostos possa ser por outra via, tal como a ribossomal, ou também devido a não otimização 

da PCR. 

12%6%

82%

17%3%

80%

 

Figura 14. Distribuição de genes que codificam para NRPS e PKS dos isolados de TPA e 
solo adjacente. A) NRPS; B) PKS. Isolados que não apresentaram os genes (  ).       
Isolados de TPA que apresentaram os genes (   ). Isolados de solo adjacente que 
apresentaram os genes (    ). 

 
 

A Tabela 9 apresenta a distribuição das linhagens de acordo com a profundidade de 

onde foram isoladas das amostras dos solos em relação à produção de sideróforos e presença 

dos genes NRPS e PKS.  

 

Tabela 9- Distribuição dos isolados (%) em diferentes profundidades (cm) em TPA e solo 
adjacente de acordo com a produção de sideróforos e presença de NRPS e PKS. 

 TPA Solo adjacente 

 10  0 – 18a 15  30  45  0 – 10 a 10 - 20a 10  20  

Sideróforo 100 100 7 25 10 80 100 88 100 

OS 0 0 7 25 13 13 45 25 11 

PKS 0 0 15 0 2,5 46 27 37 22 

Total de  
isolados 

1 1 27 4 40 15 11 35 4 

a Isolados de Rio Preto da Eva, AM. Os demais são derivados do Município de Presidente Figueiredo. 

 

A B 
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9, pôde-se observar que a produção 

de sideróforos foi detectada nas populações principalmente das amostras de solos adjacentes, 

já que houve uma representação maior dos isolados nestes solos.  

 

4.7 Produção de sideróforos em meio sólido 

 

A produção de sideróforos foi verificada cultivando os isolados em meio de cultura sem 

a presença de ferro. Os resultados mostraram que as linhagens analisadas foram capazes de 

crescer nestas condições (livre de ferro), sem inibição do crescimento (Figura 15). A reação 

positiva para sideróforo pelo método do CAS mostra a presença de um halo amarelo ao redor 

das colônias (SCHWYN; NEILANDS, 1987). 

 

 

 

Figura 15. Crescimento das linhagens TP11, TP118, TP16, TP31, TP40 e TP70 em meio de 
cultivo contendo o complexo CAS, mostrando a formação de halos ao redor das 
colônias, indicando reação positiva para a produção de sideróforos.  

 

 

Dos 143 isolados estudados, 72 apresentaram halos ao redor das colônias, as quais 

indicaram produção de sideróforos como descrito na Tabela 8. O tempo para a produção do 

TP11 

TP118 

TP16 
TP31 

TP40 

TP70 
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halo foi diferente para cada colônia, apresentando halos entre 5 a 10 dias depois de inoculados 

em meio CAS.  

 

RAJKUMAR et al. (2006) observou a produção de sideróforos e ácido acético indol 

(IAA) pelos isolados Pseudomonas sp. PsA4 e Bacillus sp. Ba32 em solos com diferentes 

concentrações de cromo, indicando que esses metabólitos protegem a planta contra os efeitos 

inibitórios do cromo, estimulando seu crescimento. 

44%

6%

50%

 

Figura 16. Produção de sideróforos (CAS-agar) de isolados de TPA e solo adjacente.          
Isolados que não formaram halos (   ). Isolados de TPA que formaram halos (    ).     
Isolados de solo adjacente que formaram halos (    ). 

 

 

A Figura 16 indica a porcentagem de isolados que apresentaram produção de sideróforos 

(50%). O estudo molecular indicou que a maioria dos isolados que foram positivos para a 

presença dos genes NRPS e PKS encontra-se em solo adjacente, o mesmo ocorrendo com o 

estudo bioquímico (CAS). A não produção de sideróforos dos outros 50% de isolados pode 

ser explicada pelo fato de que muitos dos microrganismos não expressaram os genes ou não 

se adaptaram ao meio de cultivo usado especialmente para estes testes, ou mesmo por 

problemas de otimização de cultivo. 
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4.8 Análise pelos métodos bioquímicos de Csácky e Arnow 

 

O teste de Csácky foi usado para a detecção de sideróforos do tipo hidroxamato  

enquanto que o teste de Arnow para a detecção de sideróforos do tipo catecol diretamente do 

sobrenadante da cultura de células cultivadas em meio MM9 sem ferro. A quantidade destas 

biomoléculas sintetizadas em condições de baixo ferro são apresentadas na Tabela 10.  

 

Tabela 10- Produção de sideróforos do tipo catecol e hidroxamato pelos isolados de TPA 
e solo ajdacente. 

Isolado ácido benzóico equivalente (µµµµM) 
(catecol) 

Hidroxilamina equivalente (µµµµM) 
(hidroxamato) 

TP01 0 3,8 
TP02 0 4,4 
TP03 0 12,3 
TP04 0 7,3 
TP05 0 1,6 
TP06 0 5,8 
TP09 0 7,6 
TP10 0 26,9 
TP11 0 0 
TP12 0 18,9 
TP15 45,5 32,7 
TP16 107,6 25,2 
TP17 0 18,5 
TP20 63,4 0 
TP21 0 7,4 
TP22 19 0 
TP26 0 0 
TP27 0 0 
TP108 0 0 
TP110 0 0 
TP114 0 0 
TP120 0 0 
TP122 0 0 
TP130 0 47,7 
TP131 0 37,9 
TP132 0 0 
TP133 0 91,1 
TP134 0 0 
TP135 0 23,8 
TP136 0 38,8 
TP138 0 20,7 

Continua 
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Conclusão   
TP139 0 90,9 
TP140 0 63,0 
TP141 0 28,5 
TP143 0 40,1 

 
 

As linhagens TP16 e TP20 foram as que produziram sideróforos do tipo catecol em 

maior quantidade, enquanto que a TP15 e TP22 foram as que menos produziram este 

composto. Baseado no teste de catecol e hidroxamato, as linhagens podem ser classificadas 

em três categorias: o primeiro grupo inclui aquelas que produzem elevada quantidade de 

sideróforo; o segundo grupo consiste de linhagens que produzem baixa concentração do 

composto; e o terceiro grupo formado por linhagens que não apresentaram nenhuma produção 

de sideróforo.  

 

NAIK e SAKTHIVEL (2006) detectaram e caracterizaram sideróforos produzidos por 

um novo isolado chamado PVP6 do gênero das Pseudomonas sp usando o teste FeCL3 e o 

teste cromo azurol. A identificação das classes hidroxamato, fenolato e carboxila foram 

realizadas através do teste Arnow. Os resultados indicaram a presença dos sideróforos. 

 

 

4.9 Estudo da linhagem Pseudomonas putidaTP11 

 

Os espectros de massas das amostras de P. putida TP11 foram obtidos por inserção 

direta no equipamento. O espectro foi obtido na faixa de 100 a 2000 Da (Figura 17 A e B) e 

apresenta o íon molecular [M+H]+ 697, o qual é o único íon que difere do controle (meio de 

cultura MM9 extraído em acetato de etila).  
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Figura 17. Espectros de massas em modo positivo de ionização por “electrospray” (ESI). A) 
Amostra de P. putida TP11 (região de formação de halo) (m/z 697); B) Amostra do 
controle (sem formação de halo). 

 
 

A fragmentação do íon 697 foi realizada para a elucidação estrutural da molécula 

encontrada, possivelmente um sideróforo, já que as análises determinaram a produção deste 

composto por este isolado, porém através da análise de Csácky e Arnow não foi possível 

determinar a que classe ele pertence. A fragmentação resultou em 3 fragmentos identificados 

como sendo a eliminação dos aminoácidos histidina (155 Da, MM do resíduo), valina (99 Da, 

massa molecular do resíduo) e alanina (71 Da, MM do resíduo). No mesmo espectro ainda 

pode-se observar o íon imônio para leucina/isoleucina (m/z 86) (Figura 18). 

 

Mesmo com a fragmentação obtida por MS/MS não foi possível identificar o tipo de 

sideróforo produzido por este isolado, porém a presença do aduto de ferro sugere que esta 

molécula seja um quelante. 

 

A 

B 
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Figura 18. Espectros MS/MS de dissociação induzida por colisão (CID) do composto com 

m/z 697 da amostra de P. putida TP11 (região de formação de halo). 
 

 

4.10 Estudo da linhagem Pseudomonas putida TP16 

 

Um estudo mais aprofundado foi realizado com a linhagem TP16, por apresentar 

concentrações significativas de sideróforos dos tipos catecol e hidroxamato. Ensaios de 

bioatividade e de produção de sideróforos foram realizados e a biomolécula foi identificada. 

-137 = His 

-99 = Val 

-71 = Ala 
-Fe 
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4.10.1 Ensaio de Bioatividade 

 

Para este estudo, os resultados apresentados na Figura 19 mostram a capacidade dos 

solventes escolhidos (acetato de etila e clorofórmio) de extraírem os metabólitos 

antibacterianos.  

 

Figura 19. Teste de bioensaio. A) Meio MM9 extraído em clorofórmio; B) Meio MM9 
extraído em acetato de etila; C) Sobrenadante de P. putida TP16 extraído em 
clorofórmio; D) Sobrenadante de P. putida TP16 extraído em acetato de etila. 
Microrganismo teste = Micrococcus luteus. 

 

 

Clorofórmio em comparação com acetato de etila foi o melhor solvente para extração 

dos compostos. 

 

Os extratos obtidos com as extrações dos meios de cultura foram usados para a 

determinação qualitativa quanto à habilidade dos metabólitos extraídos de inibir o 

crescimento bacteriano de Micrococcus luteus.  

 

Como pode ser observado na figura acima, o extrato em clorofórmio apresentou uma 

forte atividade contra o microrganismo teste. Esses resultados positivos levaram a um estudo 

mais profundo dos compostos químicos produzidos por este isolado. 

AA  

BB  

CC  

DD  
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Um grande número de métodos químicos e biológicos tem sido desenvolvido e são 

muito efetivos na determinação de muitos antibióticos. Um exemplo disso é a bacitracina, a 

qual tem sido detectada por vários métodos, incluindo testes de bioatividade (SIN; WONG, 

2003), teste por ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (BEIER; STANKER, 1996) e 

até uso de enzimas como a fosfatase (WILLIAMS et al., 1994) e peroxidase de nabo 

(“horseradish”) (MATSUMOTO et al., 1997). Métodos químicos incluem cromatografia em 

camada delgada, cromatografia líquida de alta resolução, eletroforese capilar, métodos 

colorimétricos e mais recentemente cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 

massas (SIN; WONG, 2003; SIN et al., 2005). Como demonstrado por PAVLI e SOKOLIC 

(1990) resultados obtidos por HPLC não foram consistentes com os testes de bioatividade, já 

que a análise por HPLC quantificou apenas bacitracina A e B. Isto pode ser explicado, pois 

neste caso, componentes individuais do complexo bacitracina são isolados e purificados, 

excluindo outros componentes que possam aumentar a atividade antimicrobiana deste 

antibiótico. 

 

4.10.2 Produção de sideróforo pela linhagem P. putida TP16 

 

A curva de crescimento (Figura 20) para o isolado P. putida TP16 foi realizada em meio 

MM9 sem a presença de ferro, porém o crescimento bacteriano não foi prejudicado pelo uso 

deste meio de cultura.  A partir dos resultados da produção de sideróforo em meio sólido, que 

mostraram a elevada produção deste composto, decidiu-se estudar o crescimento bacteriano 

de P. putida TP16 concomitantemente com a produção de sideróforos, a fim de avaliar o 

melhor período para interromper o crescimento e obter a maior quantidade do composto.  
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O crescimento do isolado P. putida TP16 foi mantido até a fase final logarítmica, 

quando a ocorre a produção máxima de sideróforo. O mesmo resultado foi obtido por SILVA-

STENICO et al. (2005), usando cultura de Xylella fastidiosa. 

 

A Figura 20 apresenta a relação entre crescimento microbiano e produção de sideróforo. 
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Figura 20. Curva de crescimento (� ) de P. putida TP16 e produção de sideróforo (�). 

 

 

Apesar da cultura ainda não ter atingido a fase estacionária, a detecção de sideróforos 

pôde ser confirmada através dos testes de CAS líquido (Figura 21). 
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Figura 21. Detecção de sideróforo em sobrenadante de P. putida TP16 em solução de CAS. 
A) CAS + MM9 (controle); B) CAS + sobrenadante de P. putida TP16. 

 

 

O complexo cromoazurol S-Fe3+ pode ser utilizado para detectar se houve produção de 

sideróforos, uma vez que o teste é baseado na troca competitiva por Fe3+ e as substâncias 

quelantes são detectáveis de acordo com a afinidade pelo metal. Dessa forma, quelantes fortes 

como os sideróforos reagem em uma proporção de 1:1, enquanto os quelantes fracos 

necessitam estarem presentes em excesso para a formação do complexo quelante com o ferro, 

que é indicado pela liberação do corante livre de ferro acompanhada de alteração da coloração 

(SCHWYN; NEILANDS, 1987). 

 

4.10.3 Cromatografia em camada delgada 

 

Os extratos foram submetidos à CCD na tentativa para otimização na separação dos 

compostos presentes (Figura 22 e 23). Na técnica de CCD pôde-se constatar a presença no 

extrato em acetato de etila de 1 “spot”; no extrato em clorofórmio também foi observado 1 

“spot” diferentes dos extratos controle (meio de cultura MM9 extraído em acetato de etila e 

clorofórmio). Os “spots” foram visíveis sob lâmpada UV nos comprimentos de onda a 254 nm 

A B 
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e 366 nm. Os “spots” dos respectivos extratos foram visualizados e suas distâncias de 

migração calculadas (Tabela 11). 

 

Tabela 11 - Rfs das frações dos extratos visualizados sob lâmpada UV com dois 
comprimentos de onda (254/366 nm). 

Extratos 
366 nm 

Rf  

254 nm 

Rf 

Controle 

Acetato de etila 
0,9 0,9 

Controle 

clorofórmio 
0 0 

sobrenadante 

Acetato de etila 
0 0,3 

sobrenadante 

clorofórmio 
0 0,3 

 

 

 

Figura 22. CCD dos extratos de P. putida TP16. A) MM9 em acetato de etila (controle); B) 
MM9 em clorofórmio (controle); C) P. putida TP16 em acetato de etila; D) P. 

putida TP16 em clorofórmio. Solvente de eluição: hexano:acetato de etila:ácido 
acético (55:45:0.1) (v/v). 366 nm. 

           A              B               C              D 
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A maioria dos catecolatos são derivados do ácido 2,3-dihidroxibenzóico (2,3-DHBA) e 

consistem de 2,3-DHBA mais um resíduo de aminoácido (XIE et al., 2006). Muitas bactérias 

incluindo Pseudomonas stutzeri, Azotobacter vinelandii, Rhizobium trifolii, Bacillus spp., etc., 

são capazes de excretar sideróforos do tipo catecol (HÖFTE, 1993; CARRERO et al., 2002). 

Algumas linhagens produzem mais do que um sideróforo do tipo catecol (HÖFTE, 1993; 

GAITATZIS et al., 2005; RABSCH et al., 2003). 

 

 

Figura 23. CCD dos extratos de P. putida TP16. A) MM9 em acetato de etila (controle); B) 
MM9 em clorofórmio (controle); C) P. putida TP16 em acetato de etila; D) P. 

putida TP16 em clorofórmio. Solvente de eluição: hexano:acetato de etila:ácido 
acético (55:45:0.1) (v/v). 254 nm. 

 

 

CCD em silica é comumente usada para analisar compostos catecólicos simples, tais 

como  2,3-DHBA e catecol, porém é ineficiente para distinguir misturas complexas de 

sideróforos do tipo catecol. O grupo de XIE et al. (2006) sugere o uso de CCD em poliamida, 

pois esta tem um material absorvente para este tipo de sideróforo superior ao da sílica.  

 

Composto aromático 

A                 B                  C                D 
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Sideróforos foram identificados de isolados de Erwinia sp, através de análise de CCD. 

Os resultados indicaram que o isolado produz três diferentes tipos de sideróforos do tipo 

catecol (XIE et al., 2006). 

 

4.10.4 Espectrometria de massas  

 

Os resultados obtidos pela técnica de espectrometria de massas estão representados nas 

Figura 24 A e B. As análises por Q-TOF foram feitas usando ambos extratos de acetato de 

etila e clorofórmio, tanto das amostras quando dos controles. Essa estratégia é utilizada para a 

separação de produtos diversos e são também usadas como técnica de identificação, quando o 

composto já é conhecido. 

 

A identificação do metabólito presente nos extratos foi feita por ESI através da 

comparação de suas massas com dados de um dicionário químico de compostos (CHEMICAL 

DICTIONARY, 1997), o qual contém informações sobre substâncias químicas. Através desta 

busca pôde-se encontrar um metabólito conhecido por pseudomonina, produzido pela bactéria 

P. fluorescens AH2 (ANTHONI et al., 1995) com atividade quelante (sideróforo positiva). 

 

O isolado P. putida TP16 estudado neste trabalho foi eficiente na produção de 

metabólitos secundários quando crescido em meio de cultura líquido MM9 sem ferro. 

Geralmente o meio MM9 estimula a grande produção de sideróforos comparados com outros 

meios estudados. Os espectros de massas obtidos para pseudomonina estão apresentados na 

Figura 24, visando a sua identificação via Q-TOF. 
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Figura 24..  Espectros de electrospray (ESI) de pseudomonina em modo positivo. A) MM9 em  
acetato de etila (controle) e B) extrato de P. putida TP16 em acetato de etila. 

  
 

Depois de obtido o espectro buscou-se em literaturas específicas a estrutura do 

composto, pseudomonina. A estrutura pode ser observada de acordo com a Figura 25. 

 

NH

N

N

O

O

NH

O OHNH

N

N

O

O

NH

O OH

 

 

Figura 25. Estrutura química do sideróforo pseudomonina (ANTHONI et al., 1995). 
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 ANTHONI et al. (1995) isolaram a pseudomomina, um alcalóide com atividade de 

sideróforo de culturas de P. fluorescens AH2. Foi o primeiro estudo a relatar esse sideróforo. 

A fórmula molecular deste composto é C16H18N4O4 e foi caracterizada por estes autores 

possuindo MM de 330 Da. Esse sideróforo provavelmente tem um papel na supressão de 

doenças em plantas (CROSA; WALSH, 2002). 

 

 GRAM et al. (1999) avaliaram a inibição de Vibrio anguillarum por P. fluorescens 

AH2, sendo um possível probiótico no tratamento de peixes. Os testes in vitro e in vivo 

apresentaram os mesmos resultados. O ferro é um importante fator para a virulência e 

interações bacterianas. Em condições com baixo ferro P. putida inibiu o crescimento de V. 

anguillarum, o que não ocorreu em meio rico em ferro. O probiótico combinado ao 

tratamento resultou na redução de 46% da mortalidade sendo que nos peixes não tratados com 

o probiótico a mortalidade foi de 47%. 

 

MERCADO-BLANCO et al. (2001) analisaram o gene pmsCEAB envolvidos na 

biossíntese de ácido salicílico e do sideróforo pseudomonina do isolado P. fluorescens 

WCS374. O sideróforo foi analisado no modo positivo usando ESI-Q-TOF.  O mesmo 

espectro foi obtido por ANTHONI et al. (1995), uma molécula protonada foi observada a m/z 

331. MERCADO-BLANCO et al. (2001) obtiveram informação estrutural desta molécula 

através de fragmentação onde o íon a m/z 331 foi submetido à dissociação induzida por 

colisão (CID). A molécula fracionada (Figura 26) apresenta o perfil de fragmentação. De 

acordo com os autores, o fragmento do íon mais abundante observado foi a m/z 211 e 

corresponde a perda do grupo ácido salicílico (AS). O fragmento do grupo AS foi observado à 

m/z 121. O íon a m/z 110 corresponde ao íon imônium histidina, o qual é derivado de parte da 

histamina, enquanto os íons a m/z 82 e 95 também aparecem pela quebra da cadeia de 
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hidrocarboneto de parte da histamina. O íon a m/z 138 corresponde à quebra de parte da 

ciclotreonina com retenção de carga sobre a parte da molécula contendo histamina. O íon a 

m/z 204 derivou da porção da molécula que contém AS e é gerado pela quebra da 

ciclotreonina. Este íon é complementado por um íon à m/z 128 que aparece através de uma 

quebra semelhante à ciclotreonina, mas sem a retenção de carga da parte da molécula que 

contém histamina.  

 

 

Figura 26. Esquema de fragmentação para o íon [M + H]+ a m/z 331 do presente estudo, 
modificado a partir de MERCADO-BLANCO et al. (2000). Os números indicam 
os fragmentos de massas dos íons obtidos.  
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5 CONCLUSÕES 

 

Há muitas razões para que se aprofundem os estudos com microrganismos de Terra 

Preta Antropogênica. Primeiro, a falta de informações para elucidar a diversidade biológica 

desse bioma. Segundo, porque devido ao TPA ser um solo muito fértil, torna-a vantajosa, pois 

muitos benefícios para o solo têm sido atribuídos, já que a maioria dos microrganismos deste 

solo tem um potencial para produzir uma diversidade de metabólitos secundários com várias 

aplicações em biotecnologia, incluindo o de drogas de uso farmacêutico como os antibióticos 

e agentes anticancerígenos. Neste estudo, foram isoladas 143 bactérias de solos TPA e 

adjacência, estas agrupadas em 8 diferentes gêneros.  Com base nos resultados apresentados 

pode-se concluir que: 

 

A maioria dos isolados que produziram sideróforos e apresentaram os genes NRPS e 

PKS foram provenientes de profundidades que variaram de 0 a 20 cm, tanto em TPA com em 

solo adjacente. Os genes que codificam para as enzimas NRPS e PKS aparecem em 55% dos 

isolados e estão distribuídos com maior concentração nas linhagens isoladas de solos 

adjacentes à TPA. 

 

Foi constatado o potencial dos isolados para produção de sideróforos, os quais têm um 

papel importante em termos ecológicos e biotecnológicos, principalmente quanto ao gênero 

Pseudomonas e Bacillus, mais freqüentemente encontrados nos solos adjacentes à TPA. 

 

Os isolados TP11 e TP16 correspondem ao gênero Pseudomonas, identificados pelos 

testes pela produção distinta de sideróforos, o primeiro sem identificação clara da classe de 

sideróforo e o segundo, produzindo ambas as classes – hidroxamato e catecol. Através da 
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espectrometria de massas foi possível identificar um composto conhecido como 

pseudomonina com MM de 330 Da produzido pelo isolado P. putida TP16, um sideróforo 

com atividade antimicrobiana, identificada anteriormente em Pseudomonas.  

 

Os resultados obtidos através da utilização de técnicas bioquímicas e moleculares em 

conjunto permitiram correlacionar a produção de sideróforos e antimicrobianos com a 

presença dos genes de NRPS e PKS, sugerindo que a produção destes compostos pode ocorrer 

pela via não ribossomal. 
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