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O nitrogénio faz parte da constituicdo de aminodcidos,

proteinas e atua em diversos processos bioquimicos dos
vegetais, sendo essencial para o desenvolvimento dos
mesmos (GOMES et al., 2005). Dentre as formas de
aporte de N para diferentes ecossistemas, a fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN) é considerada como o
principal processo de adicao de nitrogénio exdgeno,
contribuindo para melhorar a fertilidade de solos,
reduzindo a dependéncia de adubacao nitrogenada, sem
causar prejuizo para as culturas, e diminuindo custos e
danos ao meio ambiente (BODDEY et al., 1991).
Diversas bactérias fixadoras de nitrogénio endofiticas
ocorrem em associacao com culturas de interesse
agrondmico, tais como a cana-de-acuUcar, e tém sido
consideradas as principais responsaveis pelo aumento
significativo de N nos tecidos da planta (BODDEY et al.,
1991; URQUIAGA, CRUZ e BODDEY, 1992).

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria
fixadora de nitrogénio, isolada primeiramente de raizes
e colmos de cana-de-acucar cultivada no Brasil. E
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considerada como bem adaptada a cana-de-acgucar,
pois sobrevive em baixo pH e em altas concentracoes
de sacarose. Além disso, apresenta propriedades de
interesse agricola, como a capacidade de fixar
nitrogénio em presenca de nitrato (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988) e a producao de horménios de
crescimento vegetal, como o 4cido indol 3-acético e as
giberelinas (FUENTES, JIMINEZ e ABARCA, 1993).
Trata-se de uma bactéria endofitica (BALDANI et al.,
1997) e é provavel que esse comportamento possa
proporcionar-lhe varias vantagens como, por exemplo,
menor competicao com outros microrganismos da
rizosfera e disponibilidade de oxigénio em
concentracoes adequadas para compatibilizar a FBN
com a respiracao celular (REIS, PERIN e REIS
JUNIOR., 1999).

A sequéncia completa do genoma da estirpe PALDS
(ATCC 49037) de G. diazotrophicus foi publicada e
depositada no banco de dados GenBank do Centro
Estadunidense de Informacéao Biotecnolégica (NCBI)
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(BERTALAN et al., 2009), possibilitando, assim,
estudos de regulacao génica em nivel enébmico. A
compreensao dos mecanismos moleculares de
comunicacao e interagao planta-bactéria pode permitir
que o processo de FBN seja explorado de forma mais
eficiente na cultura.

Genes repodrteres sao genes Uteis em engenharia
genética por codificarem proteinas de simples
deteccao (MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2003).
Podem ser fusionados a outros genes ou ao promotor
de outros genes, permitindo o estudo da expressao.
Existem varias opcOes de genes reporteres, sendo que
lacZ, que codifica para a enzima (-galactosidase, é um
dos mais utilizados em estudos de expressao
(CASADABAN e COHEN, 1979; SCHWAB et al.,
2007a) ou como marcador em estudos de inoculacao
(KATUPITIYA et al., 1995; GOPALASWAMY et al.,
2000). A enzima [(-galactosidase, codificada por /acZ,
naturalmente catalisa a hidrélise de lactose em glicose
e galactose. Orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
(ONPG) é um substrato artificial cromogénico que pode
ser utilizado para deteccao de beta-galactosidase.
Esse composto, normalmente incolor, em presenca da
[B-galactosidase, é hidrolisado em galactose e
orto-nitrofenol, composto que, por sua vez, apresenta
coloracao amarela, podendo ser usado para quantificar
a atividade enzimatica por meio de ensaio
colorimétrico (MILLER, 1972).

Diversos trabalhos tém descrito o uso do gene repérter
lacZ no estudo da regulacao da expressao génica,
tanto em eucariotos (BRENT e PTASHNE, 1985;
FUERST et al., 1986; TEERI et al., 1989) quanto em
procariotos, incluindo bactérias fixadoras de nitrogénio
que se associam com plantas (MULLIGAN e LONG,
1985; LIANG et al., 1991; SCHWAB et al., 2007a),
por meio de ensaios de atividade de 3-galactosidase.
Para cada organismo, as condi¢cdes de avaliacao
(cultivo) e de ensaio enzimatico, propriamente dito,
devem ser padronizadas. Este Comunicado Técnico
mostra a repetitibilidade de ensaios de atividade de
[B-galactosidase, que foram padronizados com

G. diazotrophicus, ilustrando sua utilidade em estudos
de expressao génica que envolve fusGes com o gene
repérter lacZ.

A padronizacao prévia do ensaio envolveu o
estabelecimento de condi¢des de cultivo ideais: tempo,
meios de cultura, nimero de pré-inéculos e quantidade

de fonte de carbono. Para a obtencao dos resultados,
noventa e seis clones de uma biblioteca de promotores
de G. diazotrophicus estirpe PAL5 (SCHWAB,
TEIXEIRA e BALDANI, 2008a) foram cultivados,
primeiramente, em meio DYGS sélido (glicose 2,0 g/L,
extrato de levedura 2,0 g/L, peptona 1,5 g/L, KZHPO4
0,5 g/L, MgSO0,. 7H,0 0,5 g/L, &cido glutdmico

1,5 g/L, pH 6,0, 4gar15 g/L) (RODRIGUES NETO,
MALAVOLTA JUNIOR e VICTOR, 1986), adicionado
de tetraciclina 100 mg/mL em uma placa de Petri de
15 cm de diametro, sendo inoculados 2,5 ul de
suspensao celular bacteriana de cada clone da
biblioteca a partir do estoque em glicerol 50%. Foi
inoculada, também, a estirpe PAL5 com o vetor vazio
(pPW452) como controle negativo. O sistema foi
incubado por cinco dias, a 30°C. Apds o crescimento,
os clones foram reinoculados, em 1 ml de meio DYGS
liquido, adicionado de tetraciclina 100 ug/ml, em pocos
de placas de 96 pocos profundos ("deep well",
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Fig. 1. Aspecto de duas placas de 96 pocos transparentes de

fundo chato (tipo ELISA) contendo o sobrenadante dos sistemas
de reacdo (em cima) e as culturas bacterianas (em baixo) de
96 clones; a partir destas sdo determinados os valores de A,,,

e A,,, em espectrofotdbmetro de microplacas.
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capacidade de 2,2 mL/poco), utilizando-se um
replicador formato 96 pogos. O controle negativo
PALS5 (pPW452) foi inoculado em meio de cultura
idéntico, porém, em frasco de 10 ml contendo 2 ml de
meio. Os sistemas foram incubados a 30°C, a 200
rpm, por 3 dias. Apds o crescimento, os clones foram
reinoculados nas condicdes de avaliacdo da expressao
génica, em meio DYGS modificado (aqui denominado
LZGD) liquido (K,HPO, 0,5 g/L, MgSO, 0,5 g/L, &cido
glutdmico 1,5 g/L, biotina 0,1 mg/L, piridoxal-HCI 0,2
mg/L, pH 6,0), adicionado de tetraciclina 10 ug/ml e
caldo de cana das variedades Chunee ou SP701143 a
2,5%, em pocos de novas placas "deep well",
utilizando uma micropipeta multicanal. Os caldos das
variedades de cana foram previamente obtidos e
esterilizados conforme descrito anteriormente
(SCHWAB, TEIXEIRA e BALDANI, 2008b). O in6culo
dos clones consistiu na transferéncia de 2,5 ul das
culturas, bem homogeneizadas por micropipetagem,
para uma das duas condicdes de avaliacdo. O controle
negativo, PAL5 (pPW452), também foi inoculado em
pocos de uma placa "deep well" a parte; nesta placa
também foram preparados os "brancos" (meios de
cultura com os caldos estéreis) para controle da
eventual contaminacao durante o cultivo, e para
posterior uso como branco dos sistemas de reacao
com a f3-galactosidase (nas leituras de A, e A, ver
adiante). Os sistemas foram incubados por 3 dias, a
30°C, sob agitagao a 200 rpm.

Os niveis de expressao do gene repoérter /acZ, a partir
do promotor de cada um dos 96 clones, nas duas
condicOes de cultivo (presenca de caldo de uma das
duas variedades de cana-de-acucar), foram avaliados
por meio de ensaios de atividade de 3-galactosidase. O
ensaio foi feito de acordo com Miller (1972), mas com
adaptacodes descritas por Griffith e Wolf (2002) e
Schwab et al. (2007b) para o formato de placas de 96
pocos. Foram transferidos 40 uL de cultura, em
guadruplicata, para pocos de placa do tipo "deep well",
contendo 360 uL de mistura de Tampao Z (27 ulL de
SDS 10% e 390 pL de B-mercaptoetanol para 100 mL
de Tampé&o Z, composto de Na,HPO,. 7H,0 60 mmol/
L, Na2H2P04. HZO 40 mmol/L, KCI 10 mmol/L e
MgSO4.7HZO 1 mmol/L, pH 7,0). Em seguida, foram

adicionados 25 pL de cloroférmio, agitando por vértex,
e, apoés uma centrifugacao breve em centrifuga com
rotor para microplacas, foram adicionados 80 uL de
solucdo de o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG)
4 mg/mL em Tampao Z, marcando-se o tempo.
Conforme o desenvolvimento da coloracdo amarela,
foram adicionados 200 uL de solugéo Na,CO, 1M, de
modo a parar a reacao catalisada pela enzima
B-galactosidase. Apds o término de todas as reagoes
da placa, esta foi centrifugada por 5 minutos, a

3600 x g. Foram transferidos 200 uL do sobrenadante
para uma placa transparente de 96 pocos de fundo
chato (tipo ELISA) (Fig. 1) e, entao, foi realizada a
leitura de absorbancia a 414 nm (A,,,) em
espectrofotdbmetro de microplacas A turbidez das
culturas, que se correlaciona com concentracao de
células, é utilizada para determinacao da atividade de
B-galactosidase (MILLER, 1972), e foi medida por

espectrofotometria a 595 nm (A__.). Para tal, foram

595
transferidos 200 uL da cultura de cada clone para um
poco de placa de 96 pocos, transparente e de fundo

chato (tipo ELISA) (Fig. 1), sendo a leitura realizada no

mesmo espectrofotdmetro de microplacas.

A atividade de (-galactosidase referente a cada clone
foi calculada de acordo com a equacao abaixo,
adaptada de Miller et al. (1972), com os valores de
absorbéancia final a 414 nm e do tempo de reacao dos
ensaios enzimaticos, considerando as quatro réplicas
(A A A eA descontando da

414(1)" 414(2)" 414(3) 414(4)
absorbancia final a 414 nm do branco, A, ,(b), e Loy
t.,t.,t,, respectivamente), e com o valor da

2" "3 "4’

pseudo-absorbancia (turbidez medida por dispersao da
luz) a 595 nm (A, descontando da absorbancia do

meio de cultura estéril A . ).

Os valores da atividade da -galactosidase de cada
clone foram tracados em grafico, para comparar os
valores de atividade enzimética dos clones nas duas
condicdes de avaliacao (Fig. 2).

A partir da andlise da atividade de 3-galactosidase dos
clones, em presenca dos caldos de cana das
variedades Chunee ou SP701143, foi possivel
perceber que os valores foram bastante semelhantes,
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Fig. 2. Repetitibilidade do ensaio de atividade de
B-galactosidase em G. diazotrophicus. O experimento envolveu
96 clones aleatérios de uma biblioteca de promotores da
bactéria apds cultivo em duas condicdes bastante similares
(presenca de caldo de cana de duas variedades, Chunee e
SP701143).

em ambas as condicdes, sugerindo que o ensaio pode
ser repetido e que, portanto, é valido.

Historicamente, Lederberg (1950) caracterizou a
B-galactosidase de E. coli e apresentou o substrato
cromogénico ONPG, iniciando a realizagao de ensaios
de atividade da enzima. Mais tarde, com o
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante,
ensaios de atividade de (3-galactosidase passaram a ser
utilizados para estudar a expressao génica de
recombinacoes (ou fusdes) entre seu gene estrutural
lacZ e genes diversos (MILLER et al., 1970; MILLER,
1972). Desde entdo, diversos trabalhos tém descrito o
uso do gene repodrter /acZ para estudar a regulacao da
expressao génica em eucariotos (BRENT e PTASHNE,
1985; FUERST et al., 1986; TEERI et al., 1989) e
procariotos, incluindo bactérias fixadoras de nitrogénio
que se associam a plantas (MULLIGAN e LONG, 1985;
LIANG, KAMINSKI e EMLMERICH, 1991; SCHWAB et
al., 2007a), por meio de ensaios de atividade de
B-galactosidase. Para cada organismo, as condigdes de
avaliacao (cultivo) e de ensaio enzimatico propriamente
dito sdo adaptadas, e 0 mesmo se deu para

G. diazotrophicus. Os resultados mostrados neste
Comunicado Técnico ilustram que o meio, as condicdes
de cultivo e o ensaio de atividade de B-galactosidase
estabelecidos para G. diazotrophicus sao reprodutiveis,

e, portanto, vélidos, sendo de grande valia para
quantificar niveis de expressao génica nessa
importante bactéria constituinte do inoculante para
cana-de-acucar da Embrapa.
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