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Apresentação
A preocupação crescente da sociedade com a preservação e a conservação
ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo de tecnologias para a
implantação de sistemas de produção agrícola com enfoques ecológicos, rentáveis
e socialmente justos. O enfoque agroecológico do empreendimento agrícola se
orienta para o uso responsável dos recursos naturais (solo, água, fauna, flora,
energia e minerais).
Dentro desse cenário, a Embrapa Agrobiologia orienta sua programação de P&D
para o avanço de conhecimento e desenvolvimento de soluções tecnológicas para
uma agricultura sustentável.
A agricultura sustentável, produtiva e ambientalmente equilibrada apoia-se em
práticas conservacionistas de preparo do solo, rotações de culturas e consórcios,
no uso da adubação verde e de controle biológico de pragas, bem como no
emprego eficiente dos recursos naturais. Infere-se daí que os processos biológicos
que ocorrem no sistema solo/planta, efetivados por microrganismos e pequenos
invertebrados, constituem a base sobre a qual a agricultura agroecológica se
sustenta.
O documento 211/2006 aborda os aspectos relacionados a importância dos
antibióticos produzidos por Pseudomonas fluorescentes na supressão de doenças
de plantas. Este grupo de bactérias além de promoverem o crescimento das
plantas atuam com antagonistas na supressão de doenças tanto do solo como da
parte aérea. O documento discute em detalhes o uso de Pseudomonas spp como
agentes de controle biológico e os mecanismos de supressão às doenças além de
abordar com riqueza de detalhes a questão da antibiose e da supressão onde os
compostos produzidos assim os genes envolvidos na regulação da sua produção
são apresentados. Por fim, discute a questão do manejo agrícola e o controle
biológicos de doenças tendo como cenário o Sistema Integrado de produção
Agrecológica (SIPA) onde as práticas agroecológicas como a agricultura orgãnica
tem sido usada como alternativa à convencional.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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A importância dos antibióticos produzidos
por Pseudomonas fluorescentes na
supressão de doenças de plantas

Glória Regina Botelho
Gustavo Ribeiro Xavier

Maria Cristina Prata Neves
Norma Gouvea Rumjanek

1. Introdução

Durante toda a história da agricultura, a humanidade têm lutado
para reduzir os efeitos adversos das fitomoléstia nas lavouras.
Desde os primórdios, os primeiros agricultores compreenderam os
benéficios de práticas culturais, como rotação de cultura e uso de
matéria orgânica, para aumentar a produtividade. Sabe-se que
muitos destes efeitos são consequência da indução nos processos
microbiológicos que diminuem a incidência de plantas doentes.
Atualmente, sistemas de agricultura tradicional têm servido de base
para controlar muitas doenças oriundas do solo. Um exemplo, são
os solos supressivos, os quais serão discutidos mais adiante, nos
quais fitopatógenos podem ser introduzidos sem causar nível de
dano esperado às plantas cultivadas.

As raízes influenciam as características químicas e físicas do solo e
produzem um habitat especializado que estimula a comunidade
microbiana. O efeito da rizosfera sob os microganismos é mais
pronunciado nas bactérias (ALEXANDER, 1977) e as bactérias
associadas às plantas são denominadas rizobactérias. As
rizobactérias são classificadas quanto ao efeito no desenvolvimento
na planta. Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (“Plant
Growth Promoting Rhizobacteria”- PGPR) são aquelas que têm
habilidade de promover o crescimento de plantas através da
inoculação de sementes ou das partes subterrâneas (KLOEPPER et
al., 1980). Dentre as várias espécies bacterianas, Pseudomonas
spp. do grupo das fluorescentes são as mais abundantes. A
promoção do crescimento pode ser feita direta ou indiretamente
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(HAAS & DÉFAGO, 2005). Vários metabólitos secundários
produzidos por PGPR podem induzir o crescimento de vegetais,
indiretamente, por inibição do desenvolvimento de fitopatógenos
(THOMASHOW, 1996). O uso de um ou mais organismos, para a
redução da soma de inóculo ou das atividades determinantes da
doença provocada por um patógeno, é denominado Controle
Biológico de Doença de Plantas (BETTIOL, 1991).
Consequentemente, PGPR que produzem antibióticos, podem agir
como eficientes agentes do controle biológico.

2. Pseudomonas spp. como agentes do controle biológico

Vários gêneros bacterianos de Gram negativas e positivas podem
suprimir doenças (COMPANT et al., 2005), porém as Pseudomonas
fluorescentes são um dos mais efetivos antagonistas selecionados
para supressão de doenças, tanto aquelas de solo quanto as de
parte aérea (LOPER et al., 1997; THOMASHOW & WELLER, 1988).
O potencial de certas estirpes de Pseudomonas  spp. para
supressão de doenças de plantas têm sido demonstrado em
diversas partes do mundo (HAAS & DÉFAGO, 2005; LOPER et al.,
1997, THOMASHOW, 1996, LEMANCEAU et al., 1995).
Geralmente, estirpes isoladas aleatoriamente da superfície de
plantas, são inoculadas individualmente em sementes, raízes, ou
parte aérea. As plantas inoculadas são comparadas a plantas não
inoculadas em ensaios biológicos. Nestes bioensaios,
Pseudomonas spp. têm sido objeto de intensa pesqisa, pelo seu
efeito supressivo a diversos fitopatógenos. Um ensaio significativo
feito em casa-de-vegetação, utilizou uma coleção de bactérias para
avaliar o potencial de supressão a “damping–off”, causado por
Pythium spp. Constatou-se que grande parte da coleção era
formada por Pseudomonas fluorescentes efetivas para o biocontrole
(LOPER et al., 1997).

3. Mecanismos de supressão às doenças

A supressão de doenças é consequência de diversos mecanismos.
A competição por nutrientes e a ocupação por sítios de infecção são
apontadas como responsáveis por alguns processos de supressão.
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A bacterização de sementes de soja e ervilha com P. putida estirpe
N1R, controlou o “damping-off”, causado por Pythium ultimum,
devido a competição por compostos voláteis que poderiam servir de
indutores ou nutrientes para o fungo (PAULITZ, 1991). A alocação
de fotossintatos na superfície da raiz pode chegar até 40%
(DEGENHARDT et al., 2003). A competição por estes nutrientes e
nichos naquele ambiente é um mecanismo importante pelo qual as
PGPR protegem as plantas de fitopatógenos (COMPANT et al.,
2005). As PGPR atingem a superfície da raiz guiadas pelas sua
motilidade e pela quimioatração que certos exsudatos possuem
sobre estes organismos. Além disto, estes exsudatos podem ter
ação antimicrobiana, e consequentemente, promover vantagem,
naquele nicho ecológico, aos organismos que possuem sistema
enzimático para degradação daqueles compostos (BAIS et al.,
2004).

A resistência induzida é um outro mecanismo de supressão e pode
ser de dois tipos. As plantas possuem um mecanismo de resistência
induzida, conhecido, em inglês, por “Systemic Acquired Resistance”
– SAR. Este sistema é acionado quando a planta ativa seu
mecanismo de defesa em resposta a uma infecção primária por um
patógeno, principalmente quando este induz reação de
hipersensibilidade, através da qual a infecção fica restrita ao local da
lesão necrótica (VAN LOON et al., 1998). A resistência induzida
(“Induced Systemic Resistance” – ISR) é causada pelas PGPR.
Estas desencadeiam na planta uma resposta defensiva à presença
do patógeno, pela produção de determinadas substâncias. VAN
PEER et al. (1991) demonstraram que a bacterização de raízes de
cravo com P. fluorescens estirpe WCS374 reduziu
significativamente a murcha causada por F. oxysporum f.sp. dianthi.
Foi observado que grande quantidade de antranilato derivado das
diantalexina e um grupo das diantramidas se acumularam em
plantas que receberam o tratamento com a estirpe. A ISR
desencadeada por PGPR causa o espessamento da parede celular
das plantas, altera a fisiologia do hospedeiro e sua resposta
metabólica, levando a um aumento na síntese de compostos
químicos utilizados na defesa vegetal, quando exposto a patógenos
e/ou a fatores abióticos (RAMAMOORTHY et al., 2001).
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Mudanças bioquímicas e fisiológicas nas plantas estão ligadas,
também, à acumulação induzida de proteínas relecionadas à
patogenicidade (proteínas PR), quitinases e algumas peroxidases
(RAMAMOORTHY et al., 2001). Porém algumas PGPR, não
induzem a produção das proteínas PR (VAN WEES et al., 1999;
RAMAMOORTHY et al., 2001), mas aumenta acumulação de
peroxidases, fenilalanina amonia liase, fitoalexinas, polifenol oxidase
e/ou chalcona sintase (COMPANT et al., 2005). Recentemente, foi
observado que a indução de alguns destes compostos da defesa
vegetal podem ser ativados pelas mesmas N-acil homoserina
lactonas que as bactérias utilizam para sinalização intraspecífica
(em COMPANT et al., 2005). Alguns genes envolvidos na
biossíntese de antibióticos (como o gene phlD da biossíntese de
fluoroglucinol), possuem alta homologia com genes de plantas
envolvidos na defesa vegetal (ex: chalcona sintases) (BANGERA &
THOMASHOW, 1999). Isto sugere a mesma origem evolucionária
ou, ainda, a troca de genes entre as espécies.

A produção de metabólitos por várias PGPRs, como sideróforos,
cianetos, enzimas líticas, enzimas desintoxicantes, antibióticos, é
considerado o principal mecanismo de controle biológico de
fitopatógenos. Para sobreviver em condições de baixa
disponibilidade de Ferro, alguns microrganismos produzem
substâncias denominadas sideróforos capazes de formar complexos
com o Fe+3. A capacidade de capturar Fe+3 do ambiente varia com a
PGPR. Porém, geralmente, estas bactérias capturam este o
elemento dos fungos fitopatogênicos porque os sideróforos
formados por estes, possuem uma menor afinidade (O’SULLIVAN &
O’GARA, 1992).

As Pseudomonas do solo produzem sideróforos verde-amarelados,
fluorescentes, soluvéis em água e podem ser do grupo dos
hidroximatos ou dos fenolatos (RAYMOND et al., 1984). Estes
sideróforos são classificados como pioverdinas ou pseudobactinas.
A competição por ferro, mediada por pioverdina, é um importante
mecanismo para controle biológico (LOPER & BUYER, 1991).
Porém, estes sideróforos contribuem para o controle apenas de
certas doenças e são eficazes somente quando os fatores
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fisicoquímicos que determinam a disponibilidade de ferro no solo
são favoráveis (KRAUS & LOPER, 1992).

A produção de cianeto (HCN) tem sido apontada, também, como
sendo um fator de inibição de doenças. Certas Pseudomonas são
capazes de inibir fungos fitopatógenos através da produção de
cianeto (VOISARD et al., 1989). Entretanto, alguns autores têm
relatado efeitos deletérios de HCN em plantas (BAKKER &
SCHIPPERS, 1987). Porém, observa-se que esta resposta à
presença de HCN na rizosfera é variável para cada tipo de planta.

Várias espécies de PGPR são capazes de produzir enzimas líticas
(COMPANT et al., 2005). Segundo LIM et al. (1991) demonstraram
que uma estirpe de P. stutzeri produzia quitinase e laminarinase,
enzimas que podem digerir e lisar micélio do F. solani. Apesar da
importância deste mecanismo, apenas recentemente, foram
intensificados estudos sobre o assunto. Pouco ainda se conhece
sobre bactérias que possuem este mecanismo, sendo necessárias
avaliações mais refinadas, para que sejam utilizadas como agentes
do controle biológico (GOHEL et al., 2006).

Um outro mecanismo de controle biológico é a desintoxicação de
fatores de virulência dos patógenos. As PGPR são capazes de
sintetizar substâncias que ligam ou degradam as fitotoxinas
liberadas por patógenos (BASNAYAKE & BIRCH, 1995).
Atualmente, foi relatado que algumas PGPR podem degradar sinais
de auto indutores, inviabilizando a capacidade de “quorum-sensing”
do patógeno, e consequentemente impedindo a expressão de vários
genes ligados à virulência (MORELLO et al., 2004; MOLINA et al.,
2003).

4. Antibiose e supressividade

Vários estudos têm demonstrado a eficiência no controle biológico
de compostos com ação antimicrobiana, excretados por
Pseudomonas fluorescente (NIELSEN et al., 2000; HAMMER et al.,
1997; KEEL et al., 1992; THOMASHOW et al., 1990). Os
biosurfactantes são polímeros de baixo peso molecular que
diminuem as tensões superficial e interfacial e polímeros de alto
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peso molecular que se ligam à superfícies (RON & ROSENBERG,
2001). Algumas Pseudomonas são capazes de produzir estes
compostos. Alguns destes biosurfactantes possuem atividade
antimicrobiana, como rhamnolipídeos (RHLs) e peptídeos
biosurfactantes. Os RHLs apresentaram atividade contra zoosporos
de oomicetos, causando a imotilidade e a lise de zoosporos em
menos de um minuto (STANGHELLINI & MILLER, 1997). A
germinação de esporos de Phytophthora capsici e Colletotrichum
orbicularie foi inibida in vitro por RHL B produzido por P. aeruginosa
B5 (KIM et al., 2000). As Pseudomonas produzem uma série de
lipopeptides surfactantes que apresentam atividade antimicrobiana.
A viscosinamida e tensina produzidas por estirpes de Pseudomonas
solo foram capazes de inibir o crescimento micelial de vários fungos
(THRANE et al., 1999; NIELSEN et al., 2000).

Vários antibióticos produzidos por Pseudomonas spp. (NIELSEN et
al., 2002; RAAIJMAKERS et al., 2002; DE SOUZA et al., 2003ab)
que estão associados à supressividade em solos (THOMASHOW &
WELLER, 1988; RAAIJMAKERS et al., 1997). Define-se como solo
supressivo, aqueles nos quais o patógeno não se estabelece ou se
estabelece mas causa pouco ou nenhum dano a planta, ou ainda,
quando se estabelece e causa doença por um período, mas perde
rapidamente a infectividade. A supressão pode ser geral ou
específica. A supressão geral está diretamente relacionada à
atividade microbiana, não havendo um microrganismo ou grupo
específico responsável pela ação. A supressão específica é
resultado do efeito de indivíduos ou determinados grupos de
microrganismos antagonistas aos patógenos que agem durante
certo estágio do ciclo de vida do patógeno. São descritos vários
solos supressivos a determinadas doenças vegetais. O mecanismo
de supressão está relacionado à capacidade do microrganismo em
competir com fitopatógenos (COOK & BAKER, 1989). O
antagonismo de espécies de Pseudomonas fluorescentes é
responsável pelos solos supressivos ao F. oxysporum, causador de
murchas (SCHER & BAKER, 1982). As Pseudomonas têm papel
relevante na inibição de Gaeumannomyces graminis var. tritici,
causador da “Podridão do Pé” em trigo (WELLER & COOK, 1983).
As estirpes de P. fluorescens 2-79 e P. aureofaciens 30-89 isoladas

solos de Cerrado sob cultivo da soja, onde não foi detectada a
incidência da doença “Podridão Vermelha da Raiz”, causada por
Fusarium solani. Entretanto, são necessários estudos mais
aprofundados para determinar sua existência e função efetiva, e/ou
ainda, detectar novos compostos, considerando-se a biodiversidade
dos ambientes tropicais.
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apresentou alguns indivíduos capazes de inibir o fungo Sclerotinia
sclerotiorum in vitro (Figura 2), assim como in vivo quando
inoculados em alface (FONSECA, 2003). A possibilidade da inibição
ser determinada por antibióticos, está sendo avaliada através da
pesquisa de genes da produção de fenazina e fluoroglucinol nos
isolados. Análises preliminares indicam a presença de genes para
produção de antibióticos nos isolados. Porém, os dados não são
suficientes para relacionar a baixa incidência de doenças no SIPA
com a produção de antibióticos.

1 2

Figura 2 – Antagonismo in vitro. (1) Sclerotinia sclerotiorum ; (2) crescimento de Sclerotinia
sclerotiorum inibido por isolados de Pseudomonas fluorescentes (FONSECA, 2003).

7. Conclusão

A importância dos antibióticos produzido por Pseudomonas
fluorescente para o controle biológico é reconhecida, especialmente
quando se trata de solos supressivos. Diversos trabalhos de
diferentes partes da Terra mostram a eficiência destes antibióticos
produzidos por Pseudomonas fluorescente no controle de doença
de plantas, sugerindo a universalidade deste mecanismo.
Entretanto, pouco ainda se conhece sobre estes antibióticos em
solos tropicais. BOTELHO (2001) detectaram a presença de
expressiva comunidade de P. fluorescens produtoras de PCA, em

de solo supressivo a esta doença produziram antibióticos do grupo
das fenazinas, como o ácido monocarboxílico fenazina (“Phenazine-
1-Carboxylic Acid” – PCA). Outro grupo de antibióticos, os
fluoroglucinóis, foram produzidos pela estirpe de P. fluorescens Q2-
87 isolada destes solos. Este antibiótico se mostrou mais efetivo
contra Gaeumannomyces graminis var. tritici , sendo considerado o
principal fator de inibição ao fungo (RAAIJMAKERS et al., 1997).
Recentemente, o ácido D-gluconíco foi considerado o antifúngico
mais eficiente produzido pela estirpe AN5 de Pseudomonas spp. no
controle da “Podridão do Pé”. Isto indica que diversos compostos
podem estar associados à supressão de uma mesma doença,
sendo, portanto, necessárias contantes avaliações para detectá-los
(KAUR et al., 2006)

Estudos moleculares identificaram vários genes de Pseudomonas
spp. fluorescente que produzem um ou mais antibióticos, como
fenazina, fluoroglucinol, pirrolnitrina e pioluteorina (WELLER &
THOMASHOW, 1993) (Figura 1). Avaliações envolvendo estudos
moleculares e de genética, associadas às análises específicas e a
sistemas de detecção ratificaram que a supressão de algumas
doenças de raízes é mediada por antibióticos produzidos por
PGPRs na rizosfera (COOK et al., 1995). A estratégia básica,
extensamente empregada para determinar a função de um gene
específico ou de certa característica num processo de Biocontrole
por PGPR, envolve: desenvolvimento de avaliação que demonstre a
atividade no controle biológico; seleção de estirpes naturais com
atividade antagonística; mutagênese das estirpes; procura de
mutantes que não apresentem a característica desejada;
preparação de biblioteca genômica do DNA original e
complementação dos mutantes para restaurar a característica
desejada (WELLER & THOMASHOW, 1994).

Os loci biossintéticos de alguns antibióticos foram clonados e
completamente sequenciados. (BANGERA & THOMASHOW, 1996;
HAMMER et al., 1997; KRAUS & LOPER, 1995; MAVRODI et al.,
1998). Os resultados obtidos pela aplicação de técnicas moleculares
e isolamento direto do antibiótico demonstram que efetivamente,
estes antibióticos são produzidos na espermosfera e rizosfera e têm
grande importância na supressão de pátogenos de plantas
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existentes no solo (THOMASHOW & WELLER, 1988; WELLER &
THOMASHOW, 1993; KRAUS & LOPPER, 1995). Atualmente, a
fenazina e o fluoroglucinol são os metabólitos mais intensamente
pesquisados.
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Figura 1 – Alguns antibióticos produzidos por Pseudomonas spp. fluorescentes

Fenazinas são compostos heterocíclicos nitrogenados e
pigmentados produzidos por bactérias pela via do ácido chiquímico
(TURNER & MESSENGER, 1986) e nas estirpes de P. fluorescens
2-79 e de P. aureofaciens 30-84 são responsáveis pela supressão
da “Podridão do pé” em trigo e cevada. Ambas estipes produzem o
ácido monocarboxílico fenazina (PCA), mas a estirpe 30-84,
também produz os derivados do PCA, ácido monocarboxílico

teve um efeito significativo na produção de DAPG por populações
produtoras nativas. (BERGSMA-VLAMI et al., 2005).

6. Manejo agrícola e o controle biológico de doenças

A importância dos antibióticos para o Controle Biológico e, de
maneira geral, para o antagonismo microbiano no ecossistemas é
atualmente reconhecida. O solo é dos mais ricos ambientes onde há
vários tipos de interações entre microrganismos. Deste modo, é
possível manipular certas características para favorecer
antagonismo. A utilização de práticas agrícolas menos impactantes,
como plantio direto, adubação verde e rotação de culturas (PETERS
et al., 2003; BAILEY & LAZAROVITS, 2003) favorecem o equilíbrio,
reduzindo a incidência de problemas fitossanitários. Sabe-se que a
adição de matéria orgânica ao solo contribui substancialmente para
a diminuição desses problemas. Isto também é resultante da
intensificação da competição entre microrganismos do solo por
nitrogênio, carbono ou ambos, expressa pela redução do número de
propágulos viáveis ou pela menor taxa de crescimento dos
patógenos (COOK & BAKER, 1989). Estas práticas permitem a
manipulação do ecossistema do solo para estimular o controle
biológico resultando em fonte de potentes microrganismos
antagonistas adaptados à introdução em solo ou rizosfera.

O SIPA1 (Sistema Integrado de Produção Agroecológica –
Seropédica/RJ) tem como objetivo o estudo e divulgação de práticas
alternativas, com base nos princípios da agricultura orgânica,
caracterizando-se pela agrobiodiversidade, sem emprego de
agrotóxicos e adubos nitrogenados solúveis, bem como pelo uso
rotineiro de práticas de conservação do solo. Nesta área, observou-
se que a incidência de doenças não tem causado danos
econômicos significativos. A partir destas observações, as
Pseudomonas fluorescente têm sido alvo de estudo. Algumas
coleções foram formadas e uma delas foi testada quanto a
capacidade de inibição de fitopatógenos. Esta coleção formada por
isolados obtidos de plantio consorciado de cenoura e alface,

                                                                
1 Convênio Embrapa-Agrobiologia, Pesagro e Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

14 19



ligada aos genes phzR and phzI membros do grupo de genes
luxI/luxR e localizados acima do operon da fenazina (WOOD &
PIERSON, 1996; THOMASHOW & MAVRODI, 1997). PhzR é um
ativador de transcrição da expressão do gene da fenazina que
funciona respondendo a acumulação de autoindutor dependente da
densidade de células (“acylated homoserine lactone” - AHSL), cuja
síntese requer o gene phzI (THOMASHOW & MAVRODI, 1997). A
regulação da produção de fenazina na estirpe PAO1 de P.
aeruginosa é bastante complexa, envolve também as proteínas
LasI/LasR, outro grupo de autoindutores e proteínas reguladoras da
transcrição. Os dois sistemas de QS estão interrelacionados,
havendo uma hierarquia entre eles (PESCI et al., 1997).

5. A planta e o efeito na produção de antibióticos

Apesar do grande número de estudos sobre o efeito planta nas
comunidades microbianas, poucos se sabe do efeito das espécies
vegetais sobre a dinâmica, composição e atividade das populações
bacterianas nativas que possuem atividade antagonistas
(BERGSMA-VLAMI et al., 2005). Atualmente, vários estudos estão
sendo conduzidos para determinar este efeito (PICARD et al., 2000;
RAAIJMAKERS & WELLER, 2001). BERGSMA-VLAMI et al (2005)
analisaram a dinâmica, a diversidade genotípica e a atividade de
Pseudomonas spp. produtoras de 2,4-diacetilfluoroglucinol (DAPG)
na rizosfera de quatro plantas (trigo, beterraba, batata e lírio)
cultivadas em dois solos diferentes. Eles observaram que em todas
as espécies testadas, exceto no lírio, havia populações
relativamente alta de Pseudomonas spp. produtoras de DAPG
durante cultivos sucessivos (104 a 106 Unidade Formadora de
Colônia/g de raiz). Densidades populacionais similares foram
observadas na rizosfera de trigo cultivado em solo supressivo a G.
graminis var. tritici (RAAIJMAKERS et al., 1997; DE SOUZA et al.,
2003ab) e também na rizosfera de ervilha cultivada em solo
supressivo a Fusarium oxysporum  f. sp. pisi (LANDA et al., 2002).
Alta densidade foram observadas na rizosfera de tabaco em um solo
supressivo a Thielaviopsis basicola (RAMMETE et al., 2003).
Análises utilizando cromatografia líquida (HPLC – “High Pression
Liquid Chromatography) mostraram que a espécie vegetal

dihidroxifenazina e dihidroxifenazina (PIERSON III &
THOMASHOW, 1992), além do cianeto de hidrogênio. Mutantes
deficientes na produção de fenazina de 2-79 e 30-84 reduziram a
habilidade de supressão da doença enquanto a complementação
genética restaurou a atividade de biocontrole comparável a das
estirpes originais. As duas estipes foram isoladas de raízes de trigo
cultivado em solos dos Estados Unidos da América, naturalmente
supressivos à doença. A estirpe de P. aureofaciens PGS12 isolada
de raiz de milho também produz fenazina (GEORGAKOPOULOS et
al., 1994a). Esta estirpe mostrou ter um amplo espectro de ação
contra fitopatógenos e produz, PCA e duas dihidroxifenazinas, além
de cianeto de hidrogênio, pirrolnitrina e ácido indolacético
(GEORGAKOPOULOS et al., 1994a; 1994b). Uma coleção de
Pseudomonas fluorescente foi obtida da rizosfera de soja, de uma
região onde não foi observado o sintoma da doença ‘Podridão
Vermelha da Raiz”, causada por Fusarium solani. Observou-se que
mais de 50% dos isolados que foram selecionados pela capacidade
de antibiose in vitro apresentaram os genes da síntese de fenazina,
indicando que a comunidade de produtores de antibióticos no local
era abundante (BOTELHO et al., 1998).

A biossíntese de fenazina não está associada somente à inibição de
doenças radiculares, mas, também, à capacidade adaptativa do
microrganismo ao ambiente. A produção de fenazina está associada
à competitividade e persistência das estirpes 2-79 (P. fluorescens ) e
30-84 (P. aureofaciens). As populações de mutantes não produtoras
de fenazinas de ambas estirpes reduziram mais rapidamente que as
das estirpes originais ou dos mutantes complementados em
rizosfera ou solo, mas não em solo pasteurizado, sugerindo que o
antibiótico contribui para competitividade contra os microrganismos
naturais. Foi observado, também que a perda da habilidade em
produzir fenazina, resultou na redução da sobrevivência em solo
natural e colonização da rizosfera de trigo (MAZZOLA et al., 1992).

Os grupos de genes de fenazina das estirpes 2-79 e 30-84 são
extremamente conservados. Cada grupo tem aproximadamente
8,5kb e incluem genes regulatórios designados phzI e phzR
(PIERSON III et al., 1995; WOOD & PIERSON III, 1996; MAVRODI
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et al., 1998), assim como, um operon com sete genes biossintéticos
designados phzABCDEFG em 2-79 (MAVRODI et al., 1998) que
corresponde a phzXYABCDE em 30-84 (PIERSON III et al., 1995;
MAVRODI et al., 1998). A expressão de phzFAB em 30-84 é
necessária para produção de PCA em Escherichia coli e phzC está
envolvido na conversão de PCA para ácido monocarboxílico
dihidroxifenazina (PIERSON III & THOMASHOW, 1992; PIERSON
III et al., 1995). MAVRODI et al. (2001) observaram que das
Pseudomonas spp. testadas, somente a P. aeruginosa possuia duas
cópias do operon de fenazina. Esta cópias eram homólogas aos loci
biossintéticos de P.aureofaciens, P. fluorescens e P. chlororaphis e
funcionais, pois permitiram a síntese de PCA quando introduzidas
em uma estirpe de P. fluorescens não produtora. Este estudo
também, indicou o PCA como o precursor de outras fenazinas.

Fluoroglucinóis são metabólitos fenólicos encontrados em bactérias
e plantas, com atividade antifúngica e antibacteriana (KEEL et al.,
1992; LEVY et al., 1992), fitotóxica (KEEL et al., 1992), antiviral e
anti-helmíntica. O 2-4 diacetilfluoroglucinol (Phl) é o mais estudado,
pois é produzido por Pseudomonas spp. fluorescentes originárias de
várias partes da Terra (KEEL et al., 1992; LEVY et al., 1992;
FENTON et al., 1992). É considerado o principal ou mesmo o único
metabólito associado à supressão de vários patógenos (WELLER &
THOMASHOW, 1993). A estirpe de Pseudomonas fluorescens
CHAO foi isolada de solo supressivo à doença “Podridão Negra da
Raiz” do tabaco causado por Thielaviopsis basicola, na região de
Morens –Suíça (STUTZ et al., 1986). Esta estirpe produz
fluoroglucinol (Phl), assim como, monoacetilfluoroglucinol, cianeto
de hidrogênio, pioluteorina e vários compostos bioativos (VOISARD
et al., 1994). O Phl contribui para a supressão da “Podridão Negra
da Raiz” em tabaco e é um dos principais determinantes na
supressão da “Podridão do Pé” em trigo, causado por G. graminis
var. tritici (KEEL et al., 1992). Um mutante Tn5 Phl- da estirpe CHAO
foi menos inibitório à T. basicola e G. graminis var. tritici. A
complementação do mutante, com fragmento de 11 kb da biblioteca
genômica da estirpe CHAO, restaurou amplamente a produção de
Phl, a inibição do fungo e a supressão de doenças. O Phl também
pode ser isolado da rizosfera de trigo colonizado pela estirpe original

ou pelo mutante complementado (KEEL et al., 1992).

Os genes para produção deste antibiótico estão contidos em um
fragmento de DNA genômico de 6,5kb que é capaz de transferir a
capacidade biossintética do Phl, para estirpes de Pseudomonas que
não produzem o antibiótico (BANGERA & THOMASHOW, 1996).
Observou-se que o locus responsável pela produção de Phl, é
extremamente conservado entre as Pseudomonas associadas às
raízes ao redor do mundo (KEEL et al., 1996). A análise do
fragmento de DNA de 6,5kb revelou seis “Open Reading Frames”
(ORFs). Os designados como phlA, phlC, phlBI e phlD estão
contidos numa unidade de transcrição única necessária para
produção de Phl (BANGERA & THOMASHOW, 1996; 1997). Este
grupo de genes está margeado de um lado por um gene transcrito
divergentemente, designado phlF, e do outro lado, por um gene
colinear, mas transcrito separadamente, phlE. O phlF é um
regulador da síntese de fluoroglucinol, enquanto o produto de phlE,
uma permease da membrana, pode funcionar como exportador de
Phl. Este, também, está associado ao pigmento vermelho presente
no meio quando Phl é produzido (BANGERA & THOMASHOW,
1996; 1997; KEEL et al., 1996).

Pseudomonas fluorescente possuem sistemas de autoregulação ou
“quorum-sensing” (QS) para regular algumas características que
poderiam afetar sua persistência e viabilidade na superfície das
plantas ((LOH et al., 2002). “Quorum sensing” é um mecanismo pelo
qual as bactérias podem se comunicar através de moléculas
sinalizadoras, conhecidas como N-acilhomoserina lactonas (AHLs).
Através destas moléculas produzidas por elas próprias ou outras
células, as bactérias podem monitorar quando um “quorum” de
células bacterianas foi alcançado para exibir um comportamento
multicelular em termos de expressão gênica (FUQUA et al., 1996). A
produção de vários metabólitos secundários é regulada por estes
sistemas. Os sistemas regulam a produção de antibióticos and
metabólitos secondários, atividade de exoproteases e
características da superfície celular (LOH et al., 2002; ZHANG &
PIERSON III, 2001). A produção de fenazina é regulada por QS e
um sistema de transdução com dois sinais altamente conservado
(PIERSON et al., 1998). A regulação da produção de  fenazina  está
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