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Resumo

Análises genômicas da bactéria diazotrófica endofítica Gluconacetobacter 
diazotrophicus PAL5 revelaram a presença de um agrupamento de 
15 regiões abertas de leitura (ORFs, do inglês Open Reading Frame), 
semelhantes aos genes gum presentes em Xanthomonas campestres 
e responsáveis pela biossíntese de exopolissacarídeo nessa bactéria. 
A presença de algumas ORFs envolvidas na síntese de açúcares 
precursores e a existência de genes relacionados à montagem da 
estrutura de exopolissacarídeos (EPS) sugeriram que G. diazotrophicus é 
capaz de sintetizar um novo tipo de EPS. As análises in silico realizadas 
sugerem que esse EPS consiste provavelmente em uma molécula 
heptassacarídica com unidades repetitivas montadas através da adição 
sequencial de glicose-1-fosfato, glicose, manose, ácido glucurônico, 
glicose, glicose e glicose em um carreador lipídico poli-prenol fosfato. 
As análises in silico evidenciaram a presença de uma rota de biossíntese 
de EPS em G. diazotrophicus. Os resultados obtidos sugerem que G. 
diazotrophicus produz uma nova molécula de EPS.

Carlos Henrique Salvino Gadelha Meneses1 , 
Luc Felicianus Marie Rouws2, Jean Luiz Simões 
Araújo2,Márcia Soares Vidal2, José Ivo Baldani2





Abstract

Genomic analysis of the endophytic diazotrophic Gluconacetobacter 
diazotrophicus strain PAL5 revealed the presence of a cluster containing 
ORFs, similar to the Xanthomonas campestris gum genes, which are 
responsible for the exopolysaccharide biosynthesis in these bacteria. The 
presence of some ORFs involved in the synthesis of sugar precursors and 
exopolysaccharide (EPS) assembly suggested that G. diazotrophicus is 
able to synthesize a novel EPS. Analyzes suggest that this EPS probably 
consists of polymerized heptasaccharide repeat-units assembled by the 
sequential addition of glucose-1-phosphate, glucose, mannose, glucuronic 
acid, glucose, glucose and glucose on a polyprenol phosphate carrier. In 
silico analyzes showed the presence of a pathway of EPS biosynthesis in 
G. diazotrophicus. The results suggest that G. diazotrophicus produces a 
new EPS molecule.

Keywords: Endophytic diazotrophic, Exopolymer, Prediction, Metabolic 
pathway.

Using the 
Gluconacetobacter 
diazotrophicus PAL5 
genome for reconstruction 
of an exopolysaccharide 
biosynthesis pathway
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Introdução

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria diazotrófica endofítica 
encontrada colonizando plantas como cana-de-açúcar (CAVALCANTE 
e DOBEREINER, 1988), batata-doce (Ipomoea batatas), café (Coffea 
arabica), abacaxi (Ananas comosus) (BALDANI e BALDANI, 2005) e 
arroz (Oryza sativa) (MUTHUKUMARASAMY et al., 2007). Além da 
capacidade de fixar nitrogênio em associação com plantas (SEVILLA et 
al., 2001), foi demonstrado que essa bactéria tem outras habilidades 
fisiológicas interessantes, tais como: a produção de hormônios 
vegetais, a solubilização do fosfato e do zinco e o controle de 
fitopatógenos (SARAVANAN et al., 2007).

Bactérias fixadoras de nitrogênio simbióticas ou associativas geralmente 
são produtoras de EPSs, como tem sido demonstrado para aos gêneros 
Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Azoarcus, 
Azospirillum e Azotobacter (MORRIS e GONZALEZ, 2009). Os EPSs 
podem tanto contribuir para o crescimento como para a sobrevivência 
da bactéria dentro da planta, auxiliando na colonização e na criação 
de um microambiente favorável, quando atuar como barreira física 
contra os mecanismos de defesa da planta (DOW et al., 2000). 
Outro papel funcional dos EPSs tem sido atribuído ao mecanismo 
envolvido na adaptação e na sobrevivência de bactérias cultivadas 
em condições adversas, como salinidade (XAVIER et al., 1998), alta 
temperatura (OSA-AFIANA e ALEXANDER, 1982) e estresse osmótico 
(CUNNINGHAM e MUNNS, 1984).

Em geral, a biossíntese de EPS por bactérias Gram-negativas é 
catalisada por enzimas codificadas por genes designados como gum, 
eps ou exp. Esses genes são nomeados de gumB a gumM no genoma 
das bactérias fitopatogênicas do tipo Xanthomonas campestris pv. 
campestris (KATZEN et al., 1998). Homólogos desses genes já 
foram identificados em outras bactérias fitopatogênicas como Xylella 
fastidiosa ( SILVA et al., 2001) e Xanthomonas axonopodis pv. citri 
(SILVA et al., 2002). Da mesma forma, também foram encontrados 
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homólogos em Gluconacetobacter xylinus (GRIFFIN et al., 1996a), 
uma bactéria do mesmo gênero da bactéria alvo deste estudo, e em 
Azoarcus sp. estirpe BH72, uma bactéria fixadora de nitrogênio que 
coloniza endofiticamente plantas de arroz (KRAUSE et al., 2006).

Recentemente, a sequência completa do genoma da estirpe PAL5 de 
G. diazotrophicus foi publicada (BERTALAN et al., 2009), facilitando 
assim o estudo funcional de genes envolvidos no processo de infecção 
e colonização de plantas hospedeiras como, por exemplo, os genes 
com provável função na biossíntese de polissacarídeos capsulares 
(CPS), lipo-polissacarídeos (LPS), proteínas de superfície envolvidas 
na motilidade e adesão (pili e flagelos) e polissacarídeos extracelulares 
(EPS), os quais foram identificados no genoma desta estirpe.

A comparação entre sequências primárias de proteínas deduzidas a 
partir do sequenciamento de genes que codifiquem proteínas de mesma 
função em diferentes organismos é uma ferramenta poderosa para a 
construção de novas rotas metabólicas com características definidas, 
sendo estas depois validadas por meio de técnicas de engenharia 
genética, como já executado para Xylella fastidiosa (HOPKINS et al., 
1989).

Neste trabalho, discutimos as características dessas ORFs (genes 
gum envolvidos na sítese de EPS) e predizemos uma rota metabólica 
putativa para a biossíntese de exopolissacarídeos por G. diazotrophicus 
PAL5, bem como a sua natureza química.

Material e Metódos

A identificação e a anotação das ORFs relacionadas à biossíntese de 
exopolissacarídeos presentes no genoma de PAL5 foi realizada por meio 
do programa ARTEMIS (http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/), 
com o auxílio de ferramentas tais como: BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool), associada a consultas ao KEGG (Kyoto Encyclopedia 
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of Genes and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg/), ao NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e ao Pfam (http://www.sanger.ac.uk/
Software/Pfam/). Essas ferramentas permitiram a comparação das 
sequências derivadas do genoma de G. diazotrophicus com sequências 
de ácidos nucleicos e proteínas, a disponibilização de links para 
mapas metabólicos e a busca por motivos proteicos conservados e/ou 
evidências experimentais, que são essenciais nas predições manuais ou 
computacionais de rotas putativas de biossíntese.

A significância estatística das similaridades de sequências entre genes 
homólogos foi determinada através dos programas RDF2 (PEARSON 
e LIPMAN, 1988) e Gap (DEVEREUX et al., 1984). As sequências 
homólogas foram alinhadas empregando-se o programa Clustal X 
(THOMPSON et al., 1997). A identidade entre homólogos foi calculada 
de acordo com o percentual de resíduos idênticos em um alinhamento. 
As análises de hidropaticidade foram realizadas conforme descrito por 
Kyte e Doolittle (KYTE e DOOLITTLE, 1982) com uma janela deslizante 
de 20 resíduos. O programa PSort (NAKAI et al., 1999) foi utilizado 
para prever a localização celular e domínios transmembrana das 
proteínas.

Resultados e Discussão

Anotação das vias metabólicas de EPS em                 
G. diazotrophicus PAL5
A anotação do genoma de G. diazotrophicus possibilitou a identificação 
de uma região contendo 15 ORFs homólogas aos genes que compõem 
o agrupamento responsável pela produção de exopolissacarídeos nas 
bactérias Xanthomonas campestris (SIMPSON et al., 2000), Xylella 
fastidiosa (SILVA et al., 2001), Azoarcus sp. BH72 (KRAUSE et al., 
2006) e Gluconacetobacter xylinus (ISHIDA et al., 2002). Essas 15 
ORFs também estão arranjadas na forma de um agrupamento e ocupam 
aproximadamente 19,7 kb no genoma de G. diazotrophicus. Conforme 
observado na Fig. 1, a análise de sintenia realizada no programa 
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ARTEMIS revelou um alto grau de similaridade entre os operons desses 
genes em G. diazotrophicus com os de X. campestris pv. campestris e 
G. xylinus.

Análises comparativas de bioinformática mostraram que a maioria 
das ORFs (Tab. 1) e a organização dos genes gum (Fig. 1) na estirpe 
PAL5 é mais semelhante ao agrupamento ace de G. xylinus, que é 
responsável pela produção da goma produzida por essa bactéria, 
conhecida como acetan (ISHIDA et al., 2002). Em contrapartida, 
não foram encontrados homólogos aos genes gum no genoma 
Gluconobacter oxydans, outro membro da família Acetobacteriaceae, 
cujo genoma já foi sequenciado. Não foram encontrados homólogos em 
G. xylinus para quatro ORFs do agrupamento gum (gumE, gumJ, gumK 
e eglA) da estirpe PAL5; contudo, essas mesmas ORFs são similares 
a genes de fitopatógenos filogeneticamente mais distantes, como: X. 
campestris pv. campestris, X. fastidiosa e ao endófito Azoarcus sp. 
BH72 (Fig. 1).

Doze genes (gumB, gumC, gumD, gumE, gumF, gumG, gumH, gumI, 
gumJ, gumK, gumL e gumM) compõem o agrupamento gum de X. 
campestris e codificam enzimas responsáveis pela biossíntese de EPS. 

Fig. 1. Comparação dos agrupamentos de genes para biossíntese de exopolissacarídeo de 

Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5, G. xylinus e Xanthomonas campestris.
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Tabela 1. Classificação, relação, homologia e função das ORFs encontradas no 
genoma de G. diazotrophicus possivelmente envolvidas na biossíntese de EPS.

 1 

 

Classe ORFs* Gene provavelmente 
homólogo a Função 

Precursor GDI_0286 Tal 
Transaldolase/fosfoglicose 
isomerase 

Precursor GDI_0835 xanB Fosfomanose isomerase/GDP-
manose pirofosforilase 

Precursor GDI_1760 Glk Glicoquinase (hexoquinase) 

Precursor GDI_1898 galU 
UTP-glicose-1-fosfate 
uridililtransferase 

Precursor GDI_1899 xanA Fosfoglicomutase/Fosfomanomutase 
Estrutural GDI_2535 gumJ Proteína de transporte 
Estrutural GDI_2536 - Beta-D-1,6 glicosiltransferase 
- GDI_2537 eglA Endo-1,4-beta-glicanase 

Estrutural GDI_2538 gumE Polissacarídeo polimerase de 
superfície 

Estrutural GDI_2539 aceI Aciltransferase 
- GDI_2540 - Proteína hipotética 
- GDI_2541 - Proteína hipotética 
Estrutural GDI_2542 gumK Glucoroniltransferase 

Estrutural GDI_2543 aceQ Glicosiltransferase 
(hexosiltransferase) 

Estrutural GDI_2544 aceP Beta-D-1,6 glicosiltransferase 

Precursor GDI_2545 Ugd Glucorônico-1-fosfato uridil 
transferase 

- GDI_2546 - Proteína hipotética 

Estrutural GDI_2547 gumD 
Fosfoprenol glicose-1-fosfato 
transferase (glicosiltransferase) 

Estrutural GDI_2548 gumM Glicose-difosfoprenil beta-D-glicose 
transferase 

Estrutural GDI_2549 gumC Proteína de transporte 

Estrutural GDI_2550 gumH 
GDP-manose:celobiosil-
difosfopoliprenol alfa-
manosiltransferase 

- GDI_2551 aceG Proteína hipotética 
Estrutural GDI_2552 gumB Proteína de transporte 

 Conforme anotação do genoma de G. diazotrophicus, disponível no NCBI.
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Desses genes, somente oito prováveis homólogos foram encontrados 
em G. diazotrophicus: gumB, gumC, gumD, gumE, gumH, gumJ, gumK 
e gumM. Nenhum dos outros quatro genes foi encontrado nem no 
agrupamento gum de G. diazotrophicus, nem em qualquer outra região 
do genoma, inclusive nos plasmídeos (Fig. 1).

Dez ORFs do cluster gum de PAL5 (gumB, gumC, gumD, gumE, 
gumH, gumJ, gumK, gumM, ugd e eglA) apresentaram homologia com 
ORFs do cluster gum de Azoarcus sp. BH72, que apresenta 15 genes 
responsáveis pela síntese de EPS (gumB, gumC, gumD, gumE, gumF, 
gumH, gumJ, gumK, gumM, ugd, eglA, wzc1, AZO 2243, AZO2244 e 
AZO 2245) (Fig. 1).

A maior similaridade encontrada foi entre o agrupamento ace de G. 
xylinus com os genes gum da estirpe PAL5, que também é composto 
por 15 genes (aceA, aceB, aceC, aceD, aceE, aceF, aceG, aceH, aceI, 
aceJ, aceM, aceP, aceQ, aceR e aceS). Em G. xylinus, esses genes 
codificam enzimas responsáveis pela biossíntese do EPS acetan. G. 
diazotrophicus possui 11 ORFs homólogas aos genes aceA, aceB, 
aceC, aceD, aceG, aceH, aceI, aceM, aceP e aceQ dentre os 15 genes 
do operon ace de G. xylinus (Fig. 1). A ORF aceF localiza-se em outro 
local do genoma de G. diazotrophicus, quando comparado com o 
genoma de G. xylinus.

A biossíntese de EPS depende da síntese prévia de carboidratos  
simples que serão incorporados nas moléculas poliméricas que 
compõem o EPS. Inicialmente, nucleotidil-açúcares precursores 
são produzidos por meio da conversão de outros açúcares do    
metabolismo de carboidratos. Por isso, uma análise genômica de 
PAL5 foi realizada visando à identificação de ORFs com provável 
papel na síntese desses carboidratos precursores. O genoma da 
estirpe PAL5 de G. diazotrophicus contém várias ORFs envolvidas 
na síntese de nucleotidil-açúcares (Fig. 2). As ORFs que codificam 
enzimas essenciais para a síntese desses nucleotidil-açúcares 
precursores encontrados em G. diazotrophicus são os genes xanA 
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(fosfoglicomutase/fosfomanomutase) e xanB (fosfomanose isomerase/
GDP-D-mannose pirofosforilase) (GDI_1899 e GDI_0835) (KOPLIN 
et al., 1992). A biossíntese desses precursores também depende de 
outros genes como: glk (GDI_1760), uma glicoquinase; tal (GDI_0286), 
uma glicose-6-fosfato isomerase; galU (GDI_1898), uma UTP-glicose-
1-fosfato uridililtransferase; e ugd (GDI_2545), uma UDP-glicose 
6-dehidrogenase. Quatro das oito reações que definem essa via de 
biossíntese ramificada são controladas pelos genes xanA e xanB, 
em que ambos codificam enzimas bifuncionais (Tab. 1). A maioria 
desses genes codifica enzimas envolvidas no metabolismo basal 
de carboidratos comuns a quase todos os organismos vivos. Em 
microrganismos, esses genes são regulados por processos dirigidos 
com exigências específicas relacionadas ao hábitat ou a mudanças 
ambientais e são frequentemente organizados em operons (KATZEN et 
al., 1998).

Além dos genes descritos anteriormente, cuja função na biossíntese 
de precursores para a produção de EPS pode ser predita, alguns genes 
adicionais, com possível função na produção de EPS, também foram 
identificados. A ORF GDI_2551 apresenta homologia com o gene 
aceG de G. xylinus, sem função conhecida (ISHIDA et al., 2002). A 
presença de uma aciltransferase (ORF GDI_2539), homóloga a aceI 
de G. xylinus, que catalisa a acetilação do resíduo de manose, foi 
observada no operon gum de G. diazotrophicus, embora o gene gumF, 
que codifica uma acetiltransferase I, esteja ausente, indicando uma 
provável acetilação do heptassacarídeo predito no presente estudo. Um 
gene que codifica uma endoglicanase (ORF GDI_2537) foi encontrado 
no agrupamento gum de G. diazotrophicus. Esse gene apresentou alta 
similaridade com eglA de Azoarcus sp. BH72 que, como mostrado por 
Reinhold-Hurek et al. (2006), parece estar envolvido com o estilo de 
vida endofítico dessa bactéria.

Predição da estrutura do EPS
Com base na presença de sete homólogos a genes que codificam 
glicosiltransferases (gumD, gumM, gumH, gumK, aceQ, aceP e uma 
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nova glicosiltransferase anotada como GDI_2536), podemos especular 
que o EPS produzido pela estirpe PAL5 seja composto de uma unidade 
de repetição heptassacarídica semelhante ao acetan e/ou à xantana 
(JANSSON et al., 1975; COLQUHOUN et al., 1995; GRIFFIN et al., 
1996b).

O esquema representado na Fig. 2 mostra a ORF GDI_2547 homóloga 
ao gene gumD, que codifica uma glicosiltransferase iniciadora, 
responsável pela adição da glicose-1-fosfato ao fosfato poliprenol, 

Fig. 2. Representação esquemática das sucessivas etapas da biossíntese de EPS por G. 

diazotrophicus PAL5. Esta figura é parcialmente baseada no modelo de X. campestris 

(SIMPSON et al., 2000) e G. xylinus (ISHIDA et al., 2002), com modificações baseadas 

na referência Bertalan et al. (2009).
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formando o monossacarídeo-lipídio (P-Glc). A ORF GDI_2548 codifica a 
glicosiltransferase II (gumM) , que adiciona a segunda unidade de glicose, 
formando um dissacarídeo-lipídio (P-Glc-Glc). Uma vez sintetizado o 
dissacarídeo, a cadeia lateral começa a ser formada com a adição de 
uma manose por uma manosiltransferase I (gumH) codificada pela ORF 
GDI_2550, gerando uma cadeia com estrutura representativa P-Glc-
Glc_Man. A próxima etapa seria a adição de uma molécula de ácido 
glucurônico à manose, catalisada por uma glucuroniltransferase (GumK), 
codificada pela ORF GDI_2542, gerando uma cadeia com estrutura 
representativa P-Glc Glc_Man_GlcAc. Em seguida, a aciltransferase 
codificada pela ORF GDI_2539 catalisaria a acilação da manose. 
A próxima enzima é uma glicosiltransferase II, codificada pela ORF 
GDI_2543, que adicionaria mais uma unidade de glicose à cadeia, 
gerando P-Glc Glc_Man_GlcAc_Glc. Novamente outra glicosiltransferase 
II, codificada pela ORF GDI_2544, adicionaria outra molécula de glicose 
à cadeia gerando P-Glc Glc_Man_GlcAc_Glc_Glc. E, finalmente, uma 
quinta glicosiltransferase II, codificada pela ORF GDI_2536, transferiria 
um resíduo de glicose para a cadeia polissacarídica, originando P-Glc Glc_
Man_GlcAc_Glc_Glc_Glc. As enzimas codificadas pelas ORFs GDI_2535 
(gumB), GDI_2538 (gumE), GDI_2549 (gumJ) e GDI_2552 (GDI 2549) 
possivelmente estão envolvidas na polimerização e na exportação do 
polissacarídeo pela membrana plasmática bacteriana (Fig. 2)

Conclusões

Com base nas análises de bioinformática do genoma de G. 
diazotrophicus (estirpe PAL5), sugere-se que o EPS produzido por 
essa bactéria é composto por repetições de β-1,4-D-glicose e uma 
cadeia lateral formada por um heptassacarídeo. Esse heptassacarídeo 
provavelmente possui uma unidade de manose acetilada, uma unidade 
de ácido glucurônico e três unidades de D-glicose. 

As análises in silico mostraram que existe pelo menos uma via de 
biossíntese de EPS em G. diazotrophicus: a rota dos genes gum. Os 
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resultados obtidos sugerem que G. diazotrophicus produz uma nova 
molécula de EPS, que deve ser confirmada através da caracterização 
estrutural por ressonância magnética nuclear.
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