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Introducgao

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria
aerodbica, Gram-negativa, originalmente isolada do
interior  de plantas de cana-de-agucar
(CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988; GILLIS et
al., 1989). Este microrganismo tem especial
interesse como potencial biofertilizante porque é
capaz de fixar N, na presenca de nitrato e a
baixos valores de pH (< 3,0), além de produzir
horménios de crescimento vegetal (STEPHAN et
al., 1991; BASTIAN et al, 1998). Tem sido
observado que a localizagdo de G. diazotrophicus
na planta da cana-de-aglcar é ampla. A bactéria
ja foi encontrada em raizes, caules e partes
aéreas de diversas variedades do Brasil e da
Australia (LI e MACRAE, 1992; REIS et al., 1994).
Além disso, seiva de xilema e espacos
intercelulares de colmo de cana tém sido
sugeridos como provaveis sitios de localizagdo da
bactéria, sitios estes adequados a expressdo da
enzima nitrogenase, devido a baixa pO, existente
nesses nichos (JAMES et al., 1994, 2001; DONG
et al.,, 1994). A genética da fixagcao bioldgica de
nitrogénio nessa bactéria tem sido estudada
extensivamente (SEVILLA et al. 1997; TEIXEIRA
et al. 1999; LEE et al. 2000). De forma impactante,
sua sequéncia genbmica completa foi
recentemente publicada no banco de dados
GenBank (BERTALAN et al.,, 2008), o que tem
permitido a realizacdo de estudos de gendmica
funcional. Estes estudos, que envolvem
tecnologias como CcDNA-AFLP e captura de
promotores (“promoter trapping”) (GALIZA et al.,
SCHWAB et al., n&o publicado), buscam
compreender quais 0s genes envolvidos, como
ocorre sua regulagdo durante a interagdo com a
planta hospedeira e, de modo mais importante, de

que forma estimula o crescimento vegetal durante
essa associacao.

A biologia das bactérias que colonizam a rizosfera
de um modo geral tem sido estudada adotando-se
estratégias in vitro como simplificacdo. Por
exemplo, exudato de raizes de plantas tem sido
amplamente utilizado em meios de cultura de
microrganismos para identificar tanto moléculas
sinalizadoras da planta hospedeira quanto genes
do microrganismo que respondem a essas
moléculas (FISCHER et al., 2003; MICHE et al.,
2003; POTHIER et al., 2007). Porém, em relagao
aos estudos da biologia de bactérias endofiticas,
isto é, aquelas que colonizam o interior dos
tecidos vegetais, como a G. diazotrophicus, existe
um vasto campo inexplorado no que se refere a
sinalizagdo que ocorre entre planta hospedeira e
microrganismo. Neste caso especifico, adotar
estratégias in vitro também se mostra interessante
para identificar tanto moléculas sinalizadoras da
planta quanto genes do microrganismo que
respondem a essas moléculas, utilizando, por
exemplo, os fluidos do interior dos tecidos
vegetais. No caso da cana-de-agucar, o caldo
obtido por moagem dos colmos tem sido utilizado
em meio de cultura para G. diazotrophicus
(“diluted sugarcane juice medium”, CAVALCANTE
e DOBEREINER, 1988). Desde o trabalho destes
autores, na Embrapa Agrobiologia o caldo é
rotineiramente adicionado a um meio de cultura
especifico, que entao é esterilizado em autoclave
para posterior uso com G. diazotrophicus,
processo este que foi otimizado por Reis et al.
(1994).

O controle microbiano em liquidos pode ser
realizado por agentes fisicos, como calor, radiagao
e filtracdo, e quimicos, como anti-sépticos,
desinfetantes, esterilizantes e antibidticos. A
aplicagdo de calor e pressdo, através da
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autoclave, corresponde ao método mais
amplamente utilizado para a esterilizacéo
(MADIGAN et al., 2004); porém, nao se apresenta
como um método adequado para esterilizar
liquidos sensiveis ao calor, como aqueles que sao
constituidos por macromoléculas, que perdem sua
atividade bioldgica por desnaturagédo. Neste caso,
a fitracdo é o método recomendavel para
esterilizar liquidos como o caldo de cana-de-
agucar.

Este trabalho descreve um procedimento
alternativo ao uso da autoclave para o preparo e
esterilizacdo de caldo de cana-de-agucar com fins
de utilizagcdo em meio de cultura, reduzindo a
perda da atividade biolégica e a derivatizagéo
(e.g., caramelizagédo) dos compostos presentes no
caldo.

Material e métodos

A Figura 1 esquematiza as etapas de purificacéo e
esterilizacdo a frio das amostras de caldo de cana-
de-agucar. Para o preparo de um litro de caldo de
cana estéril, foram utilizados aproximadamente
1,5 kg de colmo da variedade de cana-de-agucar
SP70-1143, ou 4 kg de colmo da variedade
Chunee, coletadas do Campo Experimental da
Embrapa Agrobiologia. As plantas foram raspadas
para a remogao do excesso de casca e palha, e
prensadas em moenda para a obtengdo do caldo
de cana. O caldo foi centrifugado duas vezes a
30.000 x g, 0°C, 30 min. O sobrenadante foi
coletado e submetido a uma série de etapas de
filtracdo a vacuo, utilizando um funil de Buchner e
um Kitassato, sempre em banho de gelo, em
papel de filtro com limites decrescentes de
retencao: 28, 14, 8, 3, 2, 0,45 e 0,22 um. Apds a
ultima etapa de filtragdo, o caldo, com coloragao
intermediaria entre castanha e verde oliva, foi
transferido para tubos do tipo Falcon em aliquotas
de 50 mL e estocado a -80°C.

A estirpe de G. diazotrophicus utilizada neste
trabalho para cultivo na presenga do caldo de
cana foi a do tipo selvagem PALS5S, isolada
originalmente de raizes de cana-de-agucar
cultivada em Alagoas (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988; GILLIS et al., 1989). Os
caldos de ambas as variedades de cana-de-
agucar foram diluidos 1:1 em meio LGI-P sdélido
(agucar comum cristal 100 g/L, K;HPO, 0,2 g/L,
KH2PO4 0,6 g/L, MgSO47H20 0,2 g/L, CaCI22H20
20 mg/L, NaMo0O,4-2H,0 2 mg/L, FeCl3;-6H,O 10
mg/L, biotina 0,1 mg/L, piridoxal-HCI 0,2 mg/L,
azul de bromotimol 25 mg/L, extrato de levedura
50 mg/L, pH 5,5, agar 25 g/L) conforme descrito
(“diluted sugarcane juice medium”, CAVALCANTE

e DOBEREINER, 1988), e o meio resultante foi
transferido para placa de Petri. Células de G.
diazotrophicus foram cultivadas sobre o meio de
caldo de cana diluido soélido por até 13 dias, a
30°C, avaliando-se a formacao de colbnias tipicas,
em comparagdo com controles ndo inoculados.

Colheita do colmo das
plantas de cana-de-agiicar

Raspagem dos colmos;
obtencao do caldo em
moe nda de cana, em banho
de gelo

Dois ciclos de centrifugacio
a 30.000 x g, 0°C, 30 min

Etapas seqiienciais de
filtracio em papel de filtro
com limites de retencao
seriados de 28,14,8,3 e 2
pm, em banho de gelo

Etapas seqiienciais de
filtracao em unidades
Stericup® (Millipore) com
limites de retencao seriados
de 0,45 e 0,22 um, em banho
de gelo

Armazenamento a —80°C em
aliquotas de 15-50 ml
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Figura 1: Fluxograma do procedimento de esterilizagéo a frio de
caldo de cana-de-agutcar.
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Resultados e discussao

A Figura 2 mostra placas de Petri com culturas de
G. diazotrophicus no meio LGI-P contendo caldo
de cana diluido, ap6s 13 dias de cultivo. Para os
trés meios testados, pode-se verificar a presenca
de colbnias alaranjadas, mostrando acidificagéo
do meio pelo indicador de pH azul de bromotimol,
tipico do crescimento de G. diazotrophicus.
Quando nao foi inoculada qualquer bactéria, ndo
ocorreu surgimento de coldnias de
microrganismos por até 13 dias de incubacao,
indicando que o procedimento de esterilizacdo do
caldo de cana foi eficaz.

Figura 2. Gluconacetobacter diazotrophicus cultivada em meio LGI-P
contendo caldo de cana diluido das variedades comercial SP70-1143
e Chunee de cana-de-aglcar. A = meio contendo caldo de cana
diluido da variedade comercial SP70-1143; B = meio contendo caldo
de cana diluido da variedade selvagem Chunee; C = meio LGI-P
(controle) sem adigdo de caldo de cana.

Atualmente, os caldos das variedades de cana-de-
agucar esterilizados a frio estdo sendo utilizados
para caracterizar promotores de transcricdo de G.
diazotrophicus. Uma biblioteca de promotores da
bactéria, construida em um vetor com o gene
reporter lacZ sem promotor, e utilizando células
hospedeiras da propria G. diazotrophicus, é
cultivada na presengca do caldo da variedade
especifica de cana-de-agucar; a atividade de p-
galactosidase dos clones da biblioteca cultivados
nessas condicdes € monitorada utilizando-se o
indicador X-GAL. Esta estratégia tem permitido
identificar clones da biblioteca responsivos que
terdo seus promotores caracterizados por
sequenciamento de DNA. Os ensaios de
expressao de /acZ sao realizados em uma
variagdo de meio DYGS na presenga de caldo
esterilizado a frio, o que mostra que os caldos de
cana podem ser utilizados em diferentes tipos de
meio de cultura.
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