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Mutac&o na regido promotorado grupo génico tonB-exBD1D2 afeta a atividade
da nitrogenase e a producéo de sidero6foros em G. diazotrophicus
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Em um estudo anterior, envolvendo a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PALS5, foi
gerado um mutante tonB:Kan, por meio da inser¢do do transposon kan) na regido promotora do
grupo génico tonB-exBD1D2, que codifica o sistema TonB, sendo designado Gdiaa31l. Avaliando o
envolvimento do sistema TonB na aquisicdo de ferro (Fe+3), foram analisados dois aspectos do
metabolismo que estdo envolvidos com a disponibilidade desse elemento: atividade da nitrogenase e
producdo de siderdforos. A atividade da nitrogenase das estirpes PAL5 e Gdiaa3l de G.
diazotrophicus foi determinada por ensaios de reducdo de acetileno (ARA). Para tal, cada estirpe foi
inoculada no meio liquido LGI-P e cultivado sob agitacdo a 200 rpm por 72 h a 30°C, posteriormente,
1,5 x 10° células foram inoculadas em meio LGI-P semi-sélido, com diferentes concentracdes de ferro
(FeCl3z), com ou sem adi¢do de quelante de ferro (2,2-dipiridil). Os ensaios de ARA foram realizados
apos crescimento das culturas. Para a avaliacdo da producgédo de sideroforos, as estirpes selvagem e
mutante foram cultivadas em meio LGI-P liquido, com ou sem FeCl; e incubadas sob agitacdo. As
células foram removidas por centrifugacdo e o sobrenadante da cultura foi misturado a solucdo de
cromazurol S (CAS). Apés incubacdo e desenvolvimento da coloracdo caracteristica da reacéo, foi
medida a absorbancia com espectrofotdmetro. Os resultados demonstraram que a mutacgéo
insercional, influenciou a atividade da nitrogenase, com reducdo de 50-60% na estirpe mutante, em
relacéo a estirpe selvagem, mesmo na presenca de Fe. O mutante Gdiaa31 acumulou sideréforo no
meio, indicando que essa estirpe foi incapaz de realizar a absorcao do sider6foro secretado. Assim
um dos genes identificados tonB-exBD1D2 esta envolvido na internalizagdo do complexo sideroforo-

ferro, sob condi¢fes limitadas de Fe.
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