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RESUMO 

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L., Piperaceae) é um condimento de grande 

importância econômica, especialmente para o Estado do Pará, principal produtor de pimenta-

do-reino no Brasil.  Grande parte da produção de pimenta-do-reino é afetada pela fusariose, 

também conhecida como podridão das raízes. Esta doença é causada pelo fungo Fusarium 

solani f. sp. piperis. O controle biológico com bactérias endofíticas antagonistas ao fungo é 

uma alternativa ao controle químico. Estudos prévios mostram que a bactéria Pseudomonas 

putida, isolado Pt12, possui ação antagônica ao F. solani f. sp. piperis em condições in vitro. 

Além disto, foi isolada uma sequência parcial de 400 pb do gene PhzF, provavelmente 

relacionado a síntese do composto antifúngico fenazina-1-ácido carboxílico (PCA) no isolado 

Pt12. Esta sequência corresponde a 128 aa apresentando 87 % de identidade com uma isomerase 

de Pseudomonas putida (DLL-E4) constituída por 262 aa. O alinhamento entre as duas 

sequencias proteicas mostra que a sequência isolada da Pt12 é uma sequência parcial, faltando 

43 aa na extremidade amino-terminal e 91 aa na carboxi-terminal quando comparada a 

sequência completa de DLL-E4. Desta forma, o objetivo principal do presente trabalho foi 

isolar a sequência completa do gene PhzF do operon da síntese da fenazina a partir do DNA 

genômico do isolado Pt12 utilizando-se ensaios de PCR e PCR-nested. Os primers utilizados 

foram baseados na sequencia parcial do PhzF da Pt12 e na sequência da estirpe DLL-E4, uma 

das linhagens mais próximas. Inicialmente o DNA genômico da Pt12 foi extraído com o método 

do fenol-clorofórmio, e posteriormente foram realizados ensaios de PCR com 17 combinações 

de primers para amplificar as regiões 5’ e 3’ do gene PhzF. Os fragmentos amplificados que 

apresentaram tamanhos esperados foram clonados, e depois submetidos a PCRs com primers 

flanqueando uma região de 170 pb especifica do gene PhzF, para confirmar se tratar da 

sequência de interesse. As análises em gel mostraram que foram amplificadas as sequências 

correspondentes as extremidades 5’ e 3’ do gene PhzF, resultando no isolamento da sequência 

de interesse completa. Clones com resultados positivos foram sequenciados e as sequências 

nucleotídicas e de aminoácidos deduzidas foram utilizadas nas análises comparativas.  

 

Palavras-chave: fusariose, antibiose, fenazina-1-ácido carboxílico, pimenta-do-reino. 
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ABSTRACT 

The black pepper (Piper nigrum L., Piperaceae) is is a condiment of considerable 

economic importance, especially for the State of Pará, the main producer of black pepper in 

Brazil. Most of the black pepper production is affected by fusariosis, also known as root rot. 

This disease is caused by the fungus Fusarium solani f. sp. piperis. Biological control with 

fungal antagonist endophytic bacteria is an alternative to chemical control. Previous studies 

have shown that the bacterium Pseudomonas putida, isolated Pt12, has an antagonistic action 

to F. solani f. sp. piperis under in vitro conditions. In addition, a 400 bp partial sequence of the 

PhzF gene was isolated, probably related to the synthesis of the antifungal compound 

phenazine-1-carboxylic acid (PCA) in the Pt12 isolate. This sequence corresponds to 128 aa 

with 87% identity with a Pseudomonas putida isomerase (DLL-E4) constituted by 262 aa. 

Alignment between the two protein sequences shows that the isolated sequence of Pt12 is a 

partial sequence, missing 43 aa at the amino terminus and 91 aa at the carboxy terminal when 

compared to the complete DLL-E4 sequence. Thus, the main objective of the present work was 

to isolate the complete PhzF gene sequence from the phenazine synthesis operon from the 

genomic DNA of the Pt12 isolate using PCR and nested PCR assays. The primers used were 

based on the partial sequence of PhzF from Pt12 and on the DLL-E4 sequence, considered a 

closest lineage. Initially the genomic DNA of Pt12 was extracted with the phenol-chloroform 

method, and then PCR assays were performed with 17 primer combinations to amplify the 5' 

and 3' regions of the PhzF gene. The amplified fragments having expected sizes were cloned, 

and then subjected to primers PCRs flaking a specific 170 bp region of the PhzF gene, to 

confirm the sequence of interest. Gel analysis indicate that sequences corresponding to the 5 

'and 3' extremities of the PhzF gene were amplified, resulting in the isolation of the complete 

interest sequence. Clones with positive results were sequenced, and nucleotide and deduced 

amino acid sequences were used in comparative analysis. 

 

Keywords: Root rot disease, antibiosis, phenazine-1-carboxilic acid , black pepper. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. PIMENTEIRA-DO-REINO: Piper nigrum L. 

A pimenteira-do-reino (P. nigrum) é uma piperácea de origem indiana, sendo a espécie 

economicamente mais importante do gênero Piper L., apresentando tanto variedades selvagens 

quanto cultivadas (DASGUPTA & DATTA, 1976). A pimenta-do-reino é uma das mais 

importantes especiarias comercializadas no mundo, utilizada frequentemente como condimento 

alimentar e, especialmente, no preparo e processamento de alimentos (PRABHAKARAN & 

NAIR, 2001).  

A cultura de P. nigrum se desenvolve propiciamente em clima quente e úmido, com 

precipitação pluviométrica média de 2.500 mm/ano, temperaturas médias entre 23°C a 28°C, 

umidade de 80%, período seco bem definido de dois a três meses, para proporcionar maturação 

uniforme dos frutos e solos com boa drenagem – características comuns da região norte do 

Brasil (ALBUQUERQUE et al., 1989; NAKASHIMA et al., 2003; RODRIGUES & ATAÍDE, 

2001). A propagação vegetativa é realizada a partir de estacas que são retiradas de um terço 

médio da planta, com um nó, porem sendo estacas de dois nós mais apropriadas para a produção 

de mudas (ALBUQUERQUE et al., 1989). 

A cultura foi introduzida no Brasil no século XVII, primeiramente na Bahia e, 

posteriormente, levada para os Estados da Paraíba, Maranhão e Pará, cuja produção era restrita 

a fundos de quintais (ALBUQUERQUE & CONDURU, 1971). Em 1933, imigrantes japoneses 

introduziram no município de Tomé-Açu, no Estado do Pará, o cultivar Kuching de Cingapura 

(que no Brasil ficou conhecido como Cingapura). Neste município se iniciou a produção 

comercial da pimenta do reino, principalmente da pimenta preta e pimenta branca. A cultura 

apresenta grande valor econômico e rentabilidade, fazendo com que ela se espalhasse pelo país, 

o que possibilitou o Brasil a se tornar, em 1982, o maior produtor e exportador do mundo 

(ANDO et al., 1997; DUARTE, 2004). Durante a década de 1990, houve uma crise no setor, 

devido aos baixos preços internacionais, fazendo com que os grandes produtores abandonassem 

os pimentais. Isto abriu espaço para os pequenos produtores que apresentaram maior capacidade 

de sobrevivência pelo baixo uso de insumos modernos e uso de mão-de-obra familiar (DESER., 

2008). 

O Brasil continua sendo um dos maiores produtores de pimenta-do-reino e o Estado 

do Pará é líder na produção: 45,89% da produção nacional (IBGE, 2017). Isso faz com que esta 

atividade tenha posição de destaque na pauta de exportações agrícolas e na ocupação de mão-

de-obra no meio rural do Estado, sendo a pimenta-do-reino um banco verde: um produto que o 
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agricultor usa para aumentar a renda familiar, dada a sua inserção no mercado (DUARTE, 

2004).  

Porém a produção da cultura vem sofrendo grandes perdas devido a ocorrência da 

fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis (KIMATI et al., 1997). São cerca 

de 10 milhões de dólares e 3% da área cultivada perdidos anualmente por causa da doença 

(TREMACOLDI, 2010). 

 

1.2. FUSARIOSE: Fusarium solani f. sp. piperis. 

Fusarium L. é um gênero de fungos que causam fitopatologias em várias culturas: F. 

moniliforme causa podridão da cana-de-açúcar, Fusarium spp. causam o tombamento em 

cebola, eucalipto, fumo e tomate; F. solani f. sp. phaseoli, causa a murcha em feijoeiro; além 

de outras espécies e formae speciales, que são parasitas vasculares específicos (BEDENDO, 

2005).  

A fusariose da pimenteira-do-reino, conhecida como podridão das raízes, induz o 

apodrecimento da raiz e o secamento dos ramos, sendo a principal doença ocorrente na cultura. 

A patologia é causada pelo F. solani f. sp. piperis, tendo ocorrência restrita ao Brasil 

(ALBUQUERQUE & DUARTE, 1977; GAIA et al., 2007).  

A baixa variabilidade genética devido à propagação vegetativa e às condições 

ambientais do clima amazônico fizeram com que a fusariose se disseminasse rapidamente na 

região, destruindo grandes áreas cultivadas com pimenteira-do-reino num espaço de tempo 

curto (ALBUQUERQUE & DUARTE, 1977). O surgimento da doença foi responsável pela 

queda da vida útil dos pimentais de 12 anos para 6,7 anos (FILGUEIRAS, 2009) e, desde a 

identificação do fungo patogênico, mais de 10 milhões de pimenteiras morreram por ano no 

Estado do Pará (DUARTE, 2005).  

 

1.3. Piper tuberculatum Jacq 

As estratégias utilizadas para combater a fusariose, como o manejo das culturas, 

obtenção de variedades resistentes e aplicação de fungicidas se mostraram pouco eficientes e 

onerosas (ANDO et al., 1997; DUARTE & ALBUQUERGUE, 1980). A utilização de 

agrotóxicos pode causar: desequilíbrios ambientais como extinção de inimigos naturais de 

pragas de culturas (MEDEIROS et al., 2006); danos à microbiota das plantas (BERGAMIM 

FILHO et al, 2005; ETHUR et al., 2007); contaminação de alimentos (SANTOS & 

VARAVALLO, 2011); contaminação do meio ambiente (BERGAMIM FILHO et al, 2005; 

ETHUR et al., 2007). Somando-se a tudo isso, o uso de agrotóxicos não é eficaz no combate 
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de doenças como a fusariose, qual o patógeno consegue penetrar no tecido vascular da planta, 

onde o produto não atua com eficiência (OLIVEIRA, 2012). 

Enquanto que a cultura de P. nigrum é seriamente acometida pela doença, outra 

espécie do gênero, P. tuberculatum Jacq, é resistente à fusariose (Albuquerque et al., 2001). A 

resistência da P. tuberculatum ao F. solani f. sp. piperis constitui em uma importante fonte de 

estudos para o combate à fusariose na região. 

Nascimento et al. (2015) isolaram bactérias endofíticas de P. tuberculatum, que 

possivelmente contribuem para a resistência da planta à doença causada pelo F. solani f. sp. 

piperis. Em testes in vitro, um dos isolados demonstrou habilidade de inibição deste fungo por 

mecanismos ainda desconhecidos (Nascimento et al., 2015). Esta amostra foi identificada como 

sendo Pseudomonas putida, isolado Pt12 (AC JF900611 no GenBank), a partir da amplificação 

do gene 16S rRNA, 

 

1.4. BACTÉRIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM PLANTAS (BPCP) 

As plantas desenvolveram inúmeros e complexos mecanismos de defesa, muitos deles 

envolvendo interações com micro-organismos (PEIXOTO NETO et al., 2004). Bactérias 

endofíticas são organismos que colonizam os tecidos vegetais internos sem causar 

patogenicidade ou qualquer efeito negativo para o hospedeiro, numa relação mutualística onde 

a planta oferece habitat e nutrientes, enquanto a bactéria promove o crescimento e saúde da 

planta (HOLLIDAY, 1989; MARIANO et al., 2004; SCHULZ & BOYLE, 2006).  

As bactérias promotoras de crescimento em plantas ocupam um nicho ecológico 

semelhante ao dos fitopatógenos, o que faz delas potenciais agentes de biocontrole (BERG et 

al., 2005). Podem controlar doenças parasitárias por meio de diversos mecanismos, como 

competição, antibiose, parasitismo e proteção cruzada, que resultam em resistência sistémica 

induzida (ISR) (SILO-SUH et al., 1994, LOON et al., 1998).  

Tendo em vista as desvantagens apresentadas, o controle biológico é uma alternativa 

ao controle químico, com a utilização de microrganismos antagonistas para combater os 

fitopatógenos, os quais podem ser introduzidos tanto no solo, quanto nos órgãos de propagação 

(ETHUR et al., 2007; GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000; OLIVEIRA, 2012).   

Várias espécies do grupo de pseudomonas fluorescentes são BPCP, sendo este grupo 

o mais estudado dentro do gênero Pseudomonas (LEISINGER & MARGRAFF, 1979; 

DWIVEDI & JOHRI, 2003). Elas podem ser utilizadas como agentes de controle biológico 

contra fitopatologias provocadas por fungos, devido à sua  ação antagonista, por meio da 

produção de vários metabólitos antifúngicos (HOWELL & STIPANOVIC, 1978; WELLER & 
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COOK, 1983; COLYER & MOUNT, 1984; GUTTERSON et al., 1986; JAMES JR. & 

GUTTERSON, 1986; DWIVEDI & JOHRI, 2003; HAAS & KEEL, 2003; KUMAR et al., 

2004; SARHAN & SHEHATA, 2014). Dentre os antibióticos produzidos por pseudomonas 

fluorescentes, as fenazinas (Phz) são um grupo de grande importância (DWIVEDI & JOHRI, 

2003; LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009). 

 

1.5. PHENAZINA-1-ÁCIDO CARBOXÍLICO (PCA) 

A família das fenazinas é composta por mais de 100 pigmentos heterocíclicos 

sintetizados por vários tipos de microrganismos, dentre eles, Pseudomonas spp. 

(BUDZIKIEWICZ, 1993; LEISINGER & MARGRAFF, 1979; LAURSEN & NIELSEN, 

2004). Possuem atividade antibiótica, como a fenazina-1-carboxida (PCN) e a fenazina-1-ácido 

carboxílico (PCA) (GURUSIDDAIAH et al., 1986; THOMASHOW et al., 1990; CHIN-A-

WOENG et al., 1998; MAVRODI et al., 1998). Em bactérias pseudômonas, a PCA é produzida 

basicamente por um operon de sete genes: phzABCDEFG (MAVRODI et al., 1998, 2001; 

CHIN-A-WOENG et al., 2001. O gene phzF sintetizaria a enzima PhzF, principal responsável 

pela síntese do metabólito, convertendo o ácido trans-2,3-diidro-3-hidroxiantranílico em PCA 

(MCDONALD et al., 2001; PARSONS et al., 2004). 

Kennedy et al. (2015) isolaram o metabólito 5-metil fenazina-1-ácido carboxílico 

betaína (MPCAB) de P. putida, estirpe PUW5. Este metabólito teria como precursor a fenazina-

1-ácido carboxílico (PCA). Isto indicaria a produção deste tipo fenazina por linhagens de P. 

putida.  

Em P. putida Pt12, Barros & de Souza (2016) identificaram uma sequência de cerca 

de 400 pb com 82% de identidade com o gene PhzF de P. putida DLL-E4 (AC: CP007620.1). 

Esta sequência de nucleotídeos corresponderia a uma sequência de 143 aa queque apresentou 

87 % de identidade com uma isomerase de P. putida (AC WP_019437068.1) constituída por 

262 aa (Figura 1).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/635291785?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0PTJHEY01R
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Figura 1. Alinhamento da sequência isolada por Barros & de Souza em Pt12 com a 

sequência de P. putida (AC WP_019437068.1). As sequências de DNA foram convertidas para aa e 

alinhadas na plataforma Clustal Omega. “*” = completa similaridade entre aminoácidos; “.” = troca 

conservativa entre aminoácidos; “:” = troca semiconservativa entre aminoácidos. 

 

O alinhamento entre as duas sequências proteicas mostra que a sequência isolada da 

estirpe Pt12 é uma sequência parcial, faltando 43 aa na extremidade amino-terminal e 91 aa na 

carboxi-terminal quando comparada a sequência completa do AC WP_019437068.1. 

Desta forma, experimentos adicionais devem ser desenvolvidos objetivando o 

isolamento da sequência completa do gene PhzF do isolado Pt12, possibilitando uma melhor 

caracterização da proteína produzida por este gene, sua classificação e funcionalidade. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A utilização do controle biológico feito pela inoculação de bactérias endofíticas 

antagonistas em plantas pode substituir o controle feito por produtos químicos contra patógenos 

e herbívoros (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000; PING & BOLAND, 2004; BERG & 

HALLMANN, 2006). A  

A caracterização molecular dos genes responsáveis pela síntese do composto 

antifúngico da Pseudomonas putida, isolado Pt12, de P. tuberculatum auxiliará na compreensão 

dos mecanismos de atuação de sua antibiose e sua contribuição na resistência à fusariose. Além 

de auxiliar na obtenção de genes alvos para manipulação genética através da regulação da 

expressão gênica, ampliando as possibilidades de aplicações biotecnológicas de estirpes no 

tratamento efetivo de fitopatologias (WALSH et al., 2001; STROBEL et al., 2004).  

 

3. OBJETIVOS  

3.1 GERAL 

 Isolar e caracterizar gene PhzF da síntese de fenazina na bactéria endofítica 

Pseudomonas putida, isolado Pt12. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 Isolar a sequência gênica do PhzF a partir do DNA genômico da Pseudomonas putida, 

isolado Pt12. 

 Caracterizar a sequência proteica correspondente à hipotética proteina PhzF. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. DESENHO DE PRIMERS 

Barros & Souza (2016) identificaram um fragmento parcial do gene PhzF no isolado 

Pt12 (Figura 2). Este fragmento de cerca de 400 pb foi analisado na plataforma BLAST do 

NCBI (ALTSCHUL et al., 1990), tendo o gene PhzF da P. putida, estirpe DLL-E4 (AC: 

CP007620.1) como sequência mais próxima.  

 

Figura 2. Fragmento isolado por Barros e de Souza (2016) destacado. O tamanho completo do 

gene PhzF no isolado Pt12 foi baseado na sequência que este gene apresenta no isolado DLL-E4. 

 

O desenho dos primers utilizados neste trabalho foi baseado na sequência parcial 

isolada por Barros & Souza e na sequência do gene PhzF da estirpe DLL-E4 e realizado no 

software Vector NTI Advance (LU & MORIYAMA, 2004). Ao todo, foram desenhados 16 

primers (9 forwards e 8 reverses) (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Sequência de primers desenhados para ensaios de PCR. 

Primers Sequências 

PHEN-F1 5’ CGATGCCGTGCTCACCCGC 3’ 

PHEN-F2 5’ CAACTGGCTGGTGCGGCACTGGA 3’ 

PHEN-F3 5’ GCTGTACCCGATGCCCTCAAG 3’ 

PHEN-F4 5’ GTGACCCTGGTGCTGCG 3’ 

PHEN-F5 5’ GGCAACCCGGCGGCAGT 3’ 

PHEN-R1 5’ ACTGGCCGCAGAAGCCGCGCT 3’ 

PHEN-R2 5’ ACAGTTGCCCGAGGTCAGATG 3’ 

PHEN-R3 5’ TACAACGCCGCCCGCCCGCTGA 3’ 

PHEPUT-F1 5’ GCAGCGCATCGCCGAAGAGAACA 3’ 

PHEPUT-F2 5’ GATCGGGCAACAAGGAGTGTGTGCATG 3’ 

PHEPUT-F3 5’ CATGCAACTTGAAATCTTCCAGGTCGATGC 3’ 

PHEPUT-R1 5’ GTAACGGCGATGCCGCGCACAT  3’ 

PHEPUT-R2 5’ CAGTTGCCCGAGGTCAGATATACACCGTACC 3’ 

PHEPUT-R4 5’ TCAGATATACACCGTACCGCGCAGGTACAAC 3’ 

PHEPt12-F1 5’ AGCAGGCCGAGGTGCTGCGCT 3’ 

PHEPt12-R1 5’ CGATAGACCGCTCTGGCGCTGCTC 3 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/635291785?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0PTJHEY01R
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4.2. EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO DE Pseudomonas putida (isolado Pt12). 

O DNA genômico da bactéria Pt12 foi obtido de acordo com metodologia descrita por 

Nascimento et al. (2015). Inicialmente a bactéria foi inoculada em meio Tryptic Soy (TS) e 

incubada com agitação a 27°C overnight para crescimento da cultura bacteriana. Em seguida, 

as células foram coletadas através de centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos. Após o 

descarte do sobrenadante, o pellet foi congelado e descongelado por no mínimo 3 vezes para 

lise celular. Em seguida, as células lisadas foram ressuspendidas em tampão de extração (10 

mMTris HCl pH 8,0; 50 mM de EDTA pH 8,0; 50 mM NaCl). O produto foi vortexado em 

baixa velocidade, e logo em seguida foram adicionados 75 μL de SDS 20% e 10 μL de RNase 

(10 mg/mL), seguido de incubação a 65°C durante 60 minutos. O lisado foi extraído com 

soluções de fenol-clorofórmio. Posteriormente, o DNA foi precipitado em acetato de sódio 0,3 

M e 2,5 volumes de etanol, seguido de centrifugação a 12.000 rpm, por 20 minutos. Por último, 

o DNA foi seco por meio de incubação à temperatura ambiente durante 15 minutos, 

ressuspendido em água ultra pura e armazenado a -20°C. 

 

4.3. AMPLIFICAÇÃO DOS FRAGMENTOS DO GENE PhzF A PARTIR DO DNA 

GENÔMICO DO ISOLADO Pt12. 

Para o isolamento dos fragmentos do gene foram utilizadas as seguintes condições: 

desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, com temperatura de 

anelamento de 55°C durante 1 minuto, seguido de 72°C por 4 minutos; por fim, 20 minutos a 

72°C para extensão. Logo em seguida, os fragmentos obtidos foram analisados em gel 

preparativo de agarose 1% corado com brometo de etídio e visualizados em transluminador 

UV. Para o isolamento de dois fragmentos foram realizadas duas nested PCRs (Tabela 2). As 

condições destes ensaios foram similares as condições da PCR original, alterando-se apenas a 

combinação de primers. 

 

4.4. PURIFICAÇÃO E CLONAGEM DOS FRAGMENTOS DE DNA NO VETOR 

PGEM-T EASY 

Os fragmentos amplificados do tamanho esperado foram purificados a partir do gel de 

agarose, utilizando colunas de sílica do kit Gel DNA Recovery (Zymo Research, USA), de 

acordo com as orientações do fabricante. Durante a eluição do DNA purificado, foi realizada 

centrifugação a 10.000 rpm, por 2 minutos. 
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O DNA purificado foi ligado ao vetor pGEM-T easy (Promega, USA), novamente 

seguindo as informações fornecidas pelo fabricante. O sistema de ligação foi feito em tubo de 

micro-centrífuga (0,5 mL) e foi composto por: 3 μL de fragmento de DNA purificado (~100-

150 ng), 1 μL de vetor (50 ng μL-1), 5 μL de tampão 2X e 1 μL (3U) de T4 DNA ligase. O 

sistema foi homogeneizado e incubado a 4°C overnight. 

 

4.5. TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA 

O sistema de ligação foi inserido em células eletrocompetentes (Escherichia coli, estirpe 

TOP10), por meio de eletroporação a 1700 mV, com uso de meio LB enriquecido com 20 mM 

de glicose. A cultura eletroporada foi incubada por 1 hora, a 37°C. Em seguida foi espalhada 

de forma homogênea em placas de Petri contendo meio LB ágar e ampicilina (100μg/mL). Por 

fim, a cultura foi novamente incubada a 37°C, durante 12 horas. 

A ampicilina fez a primeira seleção de colônias - apenas as colônias com células 

transformadas com vetor com o gene de resistência ao antibiótico cresceram na placa. As 

colônias transformadas foram repicadas para novas placas contendo X-GAL (5-Bromo-4-cloro-

3-indolil-β-D-galactosídeo) e IPTG (isopropil-β-D-tiogalactosídeo) para a seleção dos clones 

recombinantes de acordo com a coloração das colônias. Os clones de coloração branca 

(recombinantes) foram utilizados nas PCRs de colônias. 

4.6. AMPLIFICAÇÃO DOS FRAGMENTOS DO GENE PhzF A PARTIR DOS CLONES 

RECOMBINANTES ISOLADOS. 

As condições dos ensaios de PCR na análise dos clones recombinantes foram as 

seguintes: desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, com 

temperatura de anelamento de 55°C durante 1 minuto, seguido de 72°C por 4 minutos. Os 

fragmentos obtidos foram novamente analisados em gel de agarose corado com brometo de 

etídio e visualizados em transluminador UV. 

 

4.7. SEQUENCIAMENTO 

Para a reação para o sequenciamento foi utilizado o Big Dye Terminator kit, seguindo 

as instruções do fabricante. Foi utilizado o sequenciador automático ABI 3130 (Applied 

Biosystems, EUA). Os fragmentos obtidos foram alinhados no programa Bioedit Sequence 

Alignment Editor  (HALL, 1999) para montar-se a sequência completa do gene. Esta sequência 

posteriormente foi analisada nas plataformas Clustal Omega da EMBL-EBI (MCWILLIAM et 

al., 2013) e Translate Tool da ExPASy (GASTEIGER et al., 2003). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Seis combinações de primers amplificaram fragmentos com tamanho esperado (Tabela 

2). Na Figura 3 são mostradas as posições esperadas destes fragmentos, em relação a sequência 

parcial.  

 

Tabela 2.  Combinações de primers desenhados que apresentaram amplificação com tamanho 

esperado. 

Combinação Primers Sequências Fragmento 

A-5’ 
PHEPUT-F3 5’ CATGCAACTTGAAATCTTCCAGGTCGATGC 3’ 

432 pb 
PHEPt12-R1 5’ CGATAGACCGCTCTGGCGCTGCTC 3’ 

B-3’ 
PHEPt12-F1 5’ AGCAGGCCGAGGTGCTGCGCT 3’ 

540 pb 
PHEPUT-R2 5’ CAGTTGCCCGAGGTCAGATATACACCGTACC 3’ 

C-3’ 
PHEPt12-F2 5’ TGTCGAAGTTGACCTGTGCGGCCAT 3’ 

595 pb 
PHEPUT-R4 5’ TCAGATATACACCGTACCGCGCAGGTACAAC 3’ 

D-3’ 
PHEPt12-F1 5’ AGCAGGCCGAGGTGCTGCGCT 3’ 

527 pb 
PHEPUT-R4 5’ TCAGATATACACCGTACCGCGCAGGTACAAC 3 

C-3’ 
PHEPt12-F2 5’ TGTCGAAGTTGACCTGTGCGGCCAT 3’ 

595 pb 
PHEPUT-R4 5’ TCAGATATACACCGTACCGCGCAGGTACAAC 3’ 

Cα-3’ 

nested 

PHEPt12-F1 5’ AGCAGGCCGAGGTGCTGCGCT 3’ 

527 pb 
PHEPUT-R4 5’ TCAGATATACACCGTACCGCGCAGGTACAAC 3 

C-3’ 
PHEPt12-F2 5’ TGTCGAAGTTGACCTGTGCGGCCAT 3’ 

595 pb 
PHEPUT-R4 5’ TCAGATATACACCGTACCGCGCAGGTACAAC 3’ 

Cβ-3’ 

nested 

PHEPt12-F1 5’ AGCAGGCCGAGGTGCTGCGCT 3’ 
502 pb 

PHEN-R3 5’ TACAACGCCGCCCGCCCGCTGA 3' 

Controle de  

170 pb 

PHEPt12-F1 5’ AGCAGGCCGAGGTGCTGCGCT 3’ 
170 pb 

PHEPt12-R1 5’ CGATAGACCGCTCTGGCGCTGCTC 3 

 

Todos os amplicons com tamanhos esperados foram amplificados com a utilização de 

um primer baseado na sequência parcial do gene da Pt12 (PHEPt12) e outro primer baseado na 

sequência do gene em na estirpe DLL-E4 (PHEPUT e PHEN). 

Para confirmar que os fragmentos amplificados correspondiam a sequência de interesse, 

foram utilizados os primers (PHEPt12-F1 E PHEPt12-R1) flanqueando uma região de 170 pb 

especifica do gene PhzF da Pt12, próxima à região central do gene (Figura 3). 
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Figura 3. Posição da sequência controle de 170 pb (Ctl) comparada com as posições esperadas dos 

fragmentos do gene PhzF isolados e clonados (especificados na Tabela 1) e com a posição da 

sequência parcial isolada por Barros & de Souza (Parc). 

 

A extremidade 5’ foi isolada a partir do fragmento “A” de 432 pb. Posteriormente, a 

extremidade 3’ foi isolada a partir dos fragmentos “Cα” e “Cβ”, de 527 pb e 502 pb (Figura 4, 

item A).  Apenas clones transformados com estes fragmentos apresentaram resultado positivo 

conclusivo para PCR de colônia com primers da sequência controle de 170 pb (Figura 4, item 

B).   

Figura 4. A) Visualização do tamanho dos fragmentos transformados nos clones A1, A2, Cα1, Cα2, 

Cβ1 e Cβ2. B) Amplificação da sequência controle de 170 pb em PCR de colônia dos clones A1, A2, 

Cα1, Cα2, Cβ1 e Cβ2. Gel de agarose 2% corado com brometo de etídio. 

 

Houve várias tentativas para o isolamento da porção 3’ do gene. Os fragmentos B (540 

pb) e D (527 pb) apresentaram resultados semelhantes. Ambos os fragmentos apresentaram 

tamanho esperado entre 500 e 650 pb (Figura 5, item A) porém o resultado para os ensaios de 
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PCR de colônia da sequência controle foi negativo. Ao invés da amplificação de um fragmento 

de 170 pb, ocorreu, em ambos os casos, a amplificação de um fragmento de cerca de 500 pb 

(Figura 5, item B). Isto indicaria que ambos os fragmentos não são de interesse. 

Figura 5. A) Visualização do tamanho dos fragmentos transformados nos clones B1, B2, D1 e D2. B) 

Amplificação da sequência controle de 170 pb em PCR de colônia dos clones B1, B2, D1 e D2. Gel de 

agarose 2% corado com brometo de etídio. 

 

Um clone transformado com o amplicon amplificado pela combinação de primers “C” 

apresentou resultado positivo para a sequência de 170 pb. Porém este resultado não se repetiu 

em testes seguintes. A partir deste resultado, foram realizados ensaios de nested PCR do 

amplicon “C” com primers que originaram os fragmentos “Cα” e “Cβ”. 

Os clones transformados com os fragmentos “A”, “Cα” e “Cβ” também apresentaram 

resultado positivo para o sequenciamento. A partir do alinhamento dos fragmentos 

sequenciados foi possível construir uma sequência de 713 pb. Somada às sequências dos 

primers, foi possível obter uma sequência do tamanho de 789 pb (Figura 5).  Este é o tamanho 

esperado para o gene PhzF no isolado Pt12, baseando-se nas sequências correspondentes nas 

estirpes P. putida DLL-E4 (AC CP007620.1), P. plecoglossicida NyZ12 (AC CP010359.1) e  

P. monteilii SB3101 (AC CP006979.1).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/635291785?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=GKR14RVE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/752308899?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GKR14RVE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/567355861?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=GKR14RVE015
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Figura 6. Sequência do gene PhzF e da hipotética proteína PhzF da P. putida, isolado Pt12. As regiões 

em destaque correspondem aos primers PHEPUT-F3 (5’), PHEN-R3 e PHEPUT-R4 (3’). Análise na 

plataforma Clustal Omega. 

 

A hipotética proteína PhzF produzida por este gene, constituída por 262 aminoácidos, 

apresentou resíduos homólogos ao Glu45, His74 e Asp208, três resíduos de aminoácidos 

críticos para a atividade catalítica da proteína, presentes em espécies de pseudomonas 

fluorescentes, como P. fluorescens e P. aeruginosa. (LIU et al., 2015; MAVRODI et al., 2010; 

PARSON et al., 2004) (Figura 6). A sequência proteica também apresentou homólogos para os 
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resíduos Gly73, Ser213 e Thr211, essenciais para a atividade catalítica através de ponte de 

hidrogênios (BLANKENFELDT, 2004; LIU et al., 2015). 

 

Figura 7. Alinhamento das sequências de aa da enzima PhzF de P. fluorescens 2-79 (AC AAC18905.1) 

e P. aeruginosa PAO1 (AC AAC64492.1) e nas linhagens de P. putida DOT-T1E (AC AFO48928.1), 

S16 (AC AEJ14259.1), HB3267 (AC AGA74580.1) e Pt12.  Os resíduos em destaque demonstram a 

posição dos principais sítios responsáveis pela funcionalidade da PhzF em P. putida, P fluorescens e P. 

aeruginosa. Alinhamento feito no software Bioedit Sequence Alignment Editor. 

 

As posições destes resíduos essenciais para funcionalidade da PhzF encontrados na 

sequência do isolado P12 se assemelham às de outras linhagens de P. putida, mostrando-se 

conservadas na espécie e ligeiramente diferentes comparados aos de outras espécies. Porém a 

não identificação da produção da PCA e a não caracterização da atividade enzimática da PhzF 

nas linhagens de P. putida impossibilitam a inferência da produção da PCA pelo isolado Pt12.  

A confirmação do gene PhzF com uma possível proteína PhzF funcional indica a 

produção de fenazina pelo isolado Pt12, porém outras estratégias são necessárias para 

averiguação da produção do metabólito. 
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6. CONCLUSÃO 

 Foi possível realizar o isolamento do gene PhzF de Pseudomonas putida, isolado Pt12, 

que corresponde a uma proteína deduzida de 262 aminoácidos, incluindo os principais resíduos 

de aminoácidos conservados e relacionados a atividade de proteínas PhzF em outras espécies 

de bactérias pseudômonas. 

A presença destes resíduos conservados indica que a PhzF do isolado Pt12 seja 

funcional, com uma possível síntese do metabólito PCA por esta bactéria.  Porém são 

necessárias outras abordagens para a confirmação da funcionalidade da PhzF, assim como a 

própria produção da fenazina pela estirpe P12. 
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