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Completar para 100 mL de PBS diluido 1:10 em agua estéril.

Solugdo de Lavagem 0,5 g leite em p6 desnatado
50 m de tween 20
Completar para 100 mL de PBS diluido 1:10 em agua estéril.

Solucéo de coloracdo

Dissolver 1,67 gr. de Tamp&o ABTS (Buffer Mix Boehringer:
perborato de sédio + acido citrico + fosfato de hidrogénio di-sédio)
em 10 mL de &gua destilada. Manter no freezer.

Para uso, (solucdo de 10 mL)
1 mL de tampéo ABTS

9 mL de agua estéril

10 mg mLde ABTS

Solugdes para Purificacao
Tampao de Ligagdo NaH,PO,pH7, 20 mM

57,7 mL de NaH,PO, + 42,3 mL de NaH,PO,, de solucdo estoque
de 0,1 M, diluir 5 vezes (10mL de solugédo + 40mL e &gua estéril),
obtendo solugéo 20mM.

Tampdo Acido Citrico, pH3, 0,1 M
Tris HCI, pH9, 1,0M

40

ISSN 1517-8498
Em: /pa
Outubro/2002
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Centro Nacional de Pesquisa em Agrobiologia
Ministério da Agricultura e do Abastecimento

Documentos 149

Produgcdo e Caracterizagdo de Antissoros
Policlonais contra Bactérias Fixadoras de
Nitrogénio dos Géneros Gluconacetobacter
spp. e Herbaspirillum spp.

Liamara Perin
Edmilson Evangelista da Silva
Verdnica Massena Reis

Seropédica — RJ
2002



Exemplares desta publicacdo podem ser adquiridas na:

Embrapa Agrobiologia

BR465 — km 47

Caixa Postal 74505

23851-970 — Seropédica/RJ, Brasil
Telefone: (0xx21) 2682-1500

Fax: (Oxx21) 2682-1230

Home page: www.cnpab.embrapa.br
e-mail: sac@cnpab.embrapa.br

Comité Local de Publicagdes:  José Ivo Baldani (Presidente)
José Antdnio Ramos Pereira
Marcelo Grandi Teixeira
Robert Michael Boddey
Segundo Sacramento Urquiaga Caballero
Verbnica Massena Reis
Dorimar dos Santos Felix (Bibliotecaria)
Expediente:
Revisor e/ou ad hoc: Katia Regina dos Santos Teixeira
Normalizacéo Bibliografica: Dorimar dos Santos Félix
Editoracéo eletronica: Marta Maria Goncgalves Bahia

12 impresséo (2002): 50 exemplares

PERIN, L.; SILVA, E. E. da; REIS, V.M. Producéo e Caracterizacdo de
Antissoros Policlonais contra Bactérias Fixadoras de Nitrogénio dos
Géneros Gluconacetobacter spp. e Herbaspirillum spp. Seropédica:
Embrapa Agrobiologia, out. 2002. 40 p. (Embrapa Agrobiologia.
Documentos, 149).

ISSN 1517-8498

1. Anticorpo. 2. Gluconacetobacter diazotrophicus. 3. Herbaspirillum spp.
I. Silva, E.E. da, colab. II. Reis, V. M., colab. 1ll. Embrapa. Centro Nacional
de Pesquisa de Agrobiologia (Seropédica, RJ). IV. Titulo. V. Série.

CDD 571.967

a4 Embrapa 2002

Protocolo para Purificacédo dos soros utilizando proteina A

1 Lavar a coluna 10X com 1 mL de Tampao de Ligagdo 20mM pH
7;

2 Aplicar 10 mL do anticorpo diluido 1:50 (200 m de soro mais
9.800 m de Tampéo de Ligacao);

Lavar a coluna 3X com 1 mL de Tampdao de Ligacgéo;

Aplicar 3X 1 mL de Acido citrico 1M pH3;

Coletar o eluente da coluna em frascos de vidro;

Aplicar 5X 1 mL de etanol 20%;

Adicionar aos frascos contendo o antissoro purificado 500 ni de
Tris-HCI (1 M; pH 9) para aumentar o pH.

Utilizac&o de coluna HI-TRAP da BIORAD

N O O b~ W

Solucdes para o teste de ELISA

Tampé&o fosfato salino (PBS) pH7,2:

8g NaCl

0,22g NaH,PO,

1,199 Na,HPO,

Completar o volume para 1 litro com H,O destilada estéril.

Tampao carbonato, pH 9,6
50mM Na,CO;

50mM NaHCOs3

Solucao de bloqueio

3 g de leite em po6
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Herbaspirillum spp. utilizando técnicas imunoldgicas. 1999. 152 f.
Tese (Mestrado em Agronomia-Ciéncia do Solo) - Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ.

TAPIA-HERNANDEZ, A.; BUSTILLOS-CRISTALES, M. R
JIMENEZ-SALGADO, T.; CABALLERO-MELLADO, J.; FUENTES-
RAMIRES, L. E.. Natural endophytic occurence of Acetobacter
diazotrophicus in pineapple plants. Microbial Ecology, New York, v.
39, p. 45-55, 2000.

YAMADA, Y.; HOSHICO, K.; ISHIKAWA, T. Gluconacetobacter
corrig. (Gluconacetobacter (sic)). In validation of publication of new
names and new combinations previosly effectively published outside
the 1JSB, List No. 64. International Journal of Systematic
Bacteriology, Baltimore, v. 48, p. 327-328, 1998.

5. Apéndice

Protocolo do ELISA

50 ni de antigeno, incubar por 18 horas;

Lavar uma vez com 200 ni de solugdo de lavagem;
Solucéo de bloqueio, 100 m, incubar a 37°C por 30 min;
Anticorpo 1° (anti-soro), 50 mi, incubar a 37°C por 30 min;
Solugéo de lavagem 200 i, 3 vezes;

Anticorpo 2° (conjugado), 50 m, incubar a 37°C por 45 min;
Solugéo de lavagem 200 ni, 5 vezes;

Substrato 100 m, incubar por 10 a 20 min;

Leitura a 405 nm;

© ® N g~ 0DbRE

Obs: os volumes citados sdo para cada poc¢o da micro placa.
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Apresentacao

A preocupacdo crescente da sociedade com a preservacdo e a
conservacdo ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo
de tecnologias para a implantagéo de sistemas de produc¢édo agricola
com enfoque ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos. O enfoque
agroecolégico do empreendimento agricola se orienta para o uso
responsavel dos recursos naturais (solo, agua, fauna, flora, energia
e minerais.

Dentro desse cenario a Embrapa Agrobiologia orienta sua
programagdo de P&D para o avango de conhecimento e
desenvolvimento de solugbes tecnoldgicas para uma agricultura
sustentavel.

A agricultura sustentavel, produtiva e ambientalmente equilibrada
apoia-se em préticas conservacionistas de preparo do solo, rotacdes
de culturas e consércios, no uso de adubacdo verde e de controle
biologico de pragas, bem como no emprego eficiente dos recursos
naturais. Infere-se dai que os processos bioldégicos que ocorrem no
sistema solo/planta, efetivados por microrganismos e pequenos
invertebrados, constituem a base sobre a qual a agricultura
agroecoldgica se sustenta.

O documento 149/2002 faz parte do esforco no sentido de
desenvolver ferramentas auxiliares para o estudo das bactérias
diazotroficas endofificas responséaveis pela fixacdo biologica de
nitrogénio em plantas ndo leguminosas.
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Figura 18: Determinacdo do nivel minimo de deteccdo dos
anticorpos policlonais produzidos contra antigenos do género
Gluconacetobacter spp.. Diluicdo dos anticorpos brutos 1:500 para
PAL5, PRC1 e CFN-cf55 e 1:1000 para UAP-Ca97. Anticorpos
purificados em coluna com proteina A, diluidos 1:10.
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Anticorpos sé@o produzidos pelos linfécitos B a partir de células que
se originam na medula 6ssea, sendo distribuidos pelo organismo
inteiro pelo sistema linfatico. Quando um antigeno ingressa em um
organismo, o linfécito, (no caso da produgéo de soros monoclonais),
ou os linfécitos (referente a produgcdo de soros policlonais) que
tiverem o receptor para este antigeno, se reproduzem e se
diferenciam, voltando toda a sua atividade para a producdo de
anticorpos. Portanto um certo periodo apés o antigeno ter entrado
em contato com 0 organismo, inicia-se a produgcdo do anticorpo
especifico para este organismo estranho, inativando-o.

A inducdo da producdo de anticorpos levou ao uso de métodos
imunoldgicos aplicados nas mais diversas areas de conhecimento e
constituiu-se numa ferramenta poderosa para o estudo de ecologia
e diversidade de microrganismos do ambiente (Schioter et al., 1994;
1995). Estes métodos apresentam resultados rapidos, grande
especificidade e sensibilidade além da maleabilidade de uso (Lenz,
1997). Sua sensibilidade em detectar baixas concentracdes do
organismo em questdo é comparavel a técnica de reacdo em
cadeira da polimerase (PCR) que é capaz de amplificar em escala
logaritmica uma Unica copia de uma molécula de DNA (Schloter et
al., 1995).
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Inimeras técnicas imunolégicas sado utilizadas para a detec¢do da
interacdo entre antigeno-anticorpo. Dentre elas, a técnica de ELISA
(ensaio de imuno-adsorsdo com enzima acoplada), introduzida por
Engvall & Perlmann (1971), tem sido a mais utilizada em trabalhos
de ecologia microbiana, para a deteccéo de viroses (Lommel et al.,
1982) e rizobio (Olsen & Rice, 1983; Ribeiro, 1999). J& seu emprego
no estudo de bactérias diazotroficas € escasso (Barraquio et al.,
1986; Li & Macrae, 1992). Recentemente (Silva, 1999), utilizou a
técnica de ELISA indireta, no estudo da colonizacdo de bactérias
diazotroficas em cana-de-aglcar e Reis Junior (2002) no estudo da
diversidade destes microrganismos colonizando espécies de
Brachiaria.

Esta técnica estd baseada na visualizagdo da reacdo antigeno-
anticorpo, através de uma reagdo colorimétrica. Podendo ser
indireta, onde o antigeno é preso a uma superficie, geralmente
poliestireno, e reconhecido por anticorpos, ou direta, onde o
antigeno é preso entre 2 camadas de anticorpo. Depois da formacéo
do complexo antigeno-anticorpo, este é reconhecido por outro
anticorpo ligado a uma enzima que produz um composto detectavel,
colorimétrico, mensuravel através da leitura da densidade Gtica.

Para a aplicacdo dos anticorpos produzidos em técnicas
imunologicas, eles precisam atender os requisitos de poder de
deteccdo e especificidade. Portanto o presente trabalho teve o
objetivo de produzir e caracterizar antissoros policlonais contra
isolados de bactérias fixadoras de nitrogénio da espécie
Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum spp., para
aplicacdo no laboratério de Ecofisiologia Aplicada da Embrapa
Agrobiologia em estudos tais como: deteccdo, quantificacéo,
localizagdo e diversidade destes microrganismos de amostras
ambientais ou ja isolados, através do uso de inimeros métodos
imunoldgicos descritos na literatura (Reis et al., 1997).
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3.5- Teste de Sensibilidade

Os resultados demostraram que foram necessarios em torno de 10°
células por mL para um detec¢do positiva tanto para os antissoros
brutos como purificados (figura 17 e 18). Estes resultados ficaram
de acordo com a literatura, com excecéo do antissoro IR509 onde
verificou-se uma queda brusca na sensibilidade de deteccédo tanto
para o soro bruto como para o purificado. Os valores altos de
absorbancia demonstrados pelos antissoros HA20 e 74 e CFN-cf55,
gquando brutos, pode ser devido & reacfes inespecificas que
apresentaram no teste de reacdo cruzada, que foram eliminadas no
processo de purificacao.
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Figura 17: Determinacdo do nivel minimo de deteccdo dos
anticorpos policlonais produzidos contra antigenos do género
Herbaspirillum spp.. Diluicdo dos anticorpos brutos 1:500 para HA20
e 74 e 1:1000 para IR509 e HRC54. Anticorpos purificados em
coluna com proteina A, diluidos 1:10.
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Figura 15: Valores de absorbancia (405 nm) dos anticorpos
purificados em colunas contendo proteina A, produzidos contra as
estirpes do género Herbaspirillum spp.
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Figura 16: Valores de absorbancia (405 nm) dos anticorpos
purificados em colunas contendo proteina A, produzidos contra as
estirpes do género Gluconacetobacter spp.
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2. Material e Métodos

2.1. Producéao de Anticorpos Policlonais
Antigeno

O primeiro passo para a producdo de anticorpos € a purificacao e
caracterizacdo do antigeno. Os antigenos selecionados foram
bactérias diazotréficas endofiticas isoladas de diferentes culturas
pertencentes aos géneros Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter
spp. (Tabela 1).

Da espécie G. diazotrophicus, foram produzidos antissoros contra
as estirpes PAL5, PRC1 e UAP-Ac7, isoladas das culturas de cana-
de-agucar, Pennisetum purpureum e abacaxi, respectivamente. Mais
4 antissoros foram produzidos contra 1 estirpe e 3 isolados do
género Herbaspirillum. A estirpe utilizada foi HRC54 da espécie H.
seropedicae, isolada de raizes de cana-de-acucar. Também foi
produzido antissoro contra o isolado 74B da espécie H. frisingense,
obtido de Pennisetum purpureum e mais 2 isolados de arroz
escolhidos a partir do comportamento apresentado em testes de
fontes de carbono, onde cresceram na presenca de meso-eritritol
acrescido de nitrogénio, fonte discriminatdria para a classificacédo
dentro da espécie H. rubrisubalbicans. Vale ressaltar que esta
espécie, até o momento, s6 foi detectada colonizando plantas de
cana-de-acgucar.

Tabela 1: Relacdo e caracteristicas das estirpes utilizadas como
antigenos na producdo de anticorpos

Estirpe Espécie Hospedeiro Origem Parte da
planta
Gluconacetobacter
PAL5S G. diazotrophicus Cana-de-agucar Brasil Raizes
PRC1 G. diazotrophicus Pennisetum purpureum Brasil Raizes
UAP-Ac7 G. diazotrophicus Abacaxi México Pseudo
caule
Herbaspirillum

HRC54 H. seropedicae Cana-de-agucar Brasil Raizes
HA20 Herbaspirillum spp. Arroz, var. MGl Raizes
IR509 Herbaspirillum spp. Arroz, var. IR Filipinas -

74 B H. frisingense Pennisetum purpureum
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Preparo do Inéculo Bacteriano

Todas as bactérias foram crescidas por 24 horas em 50 mL de meio
de cultura liquido SYP (Caballero-Mellado e Martinez-Romero,
1994), sem corante, sob agitacdo a 30°C. Toda a suspensio
bacteriana foi colocada em tubos proprios para centrifuga,
calibrados e centrifugados a 5000 g durante 15 minutos. Apés a
centrifugacdo, o0 sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em &gua destilada estéril. Este procedimento foi
repetido por 3 vezes ou até que todo o meio de cultura fosse
eliminado, permanecendo o sobrenadante transparente. Apos a
eliminacdo do meio de cultura e do muco soltvel na fase liquida, o
pellet que contém apenas as células, foi ressuspendido em 2 mL de
agua destilada estéril e aquecido a 90°C por 30 minutos em banho-
maria para promover a morte celular e inativacdo das proteinas do
flagelo. Apds esse tratamento, 1mL da suspenséo foi estocada em
frasco limpo e estéril na geladeira para posterior uso e ao outro mL
foi misturado a 0,5 mL de adjuvante completo de Freud’'s e 0,5 mL
de adjuvante incompleto de Freud, que ativam o sistema
imunologico. Para a completa homogeneizagdo, esta mistura
permaneceu por uma noite em frascos sob agitacdo constante. Para
imunizacdes posteriores as bactérias foram novamente crescidas
em meio de cultura liquido, tendo sempre o cuidado de seguir o
procedimento descrito acima, ressuspendidas em 2 mL de agua e
armazenadas em geladeira. No momento da imunizagéo foi retirado
1 mL com seringa, sempre observando possivel aparecimento de
contaminantes, e aplicou-se nos coelhos.

Para evitar alteracbes no metabolismo celular por possiveis
mudancgas no procedimento de preparo de inéculo, recomenda-se,
gue os antigenos sejam crescidos numa maior quantidade de meio
de cultura (200 mL), para que a quantidade de células obtidas seja
suficiente para todas as inoculagdes.

Imunizacdes e Sangrias

Os animais escolhidos, foram coelhos da ragca Nova Zelandia, com 2
meses de idade. Para cada antissoro deve-se usar mais de um
animal e estes devem ser avaliados separadamente. Antes de iniciar
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3.4- Purificagao por Cromatografia de Afinidade

Observa-se nas figuras de 8 a 14, que apoés purificado, 0s
anticorpos tenderam a diminuir as rea¢fes inespecificas e aumentar
os valores de reagdo com estirpes da propria espécie.

A purificagcdo dos antissoros contra as estirpes e isolados do género
Herbaspirillum, em colunas com proteina A, foi considerada eficiente
na eliminacéo de imunoglobulinas inespecificas. Geralmente apds a
purificacdo houve aumento das percentagens de reacdo dos
antissoros com estirpes da propria espécie e diminuigcdo quando
com estirpes de outra espécies. Nao houve diminuicdo dos valores
de reacdo cruzada de estirpes de outras espécies com 0 antissoro
74, poréem como comentado anteriormente, o baixo aumento de
resposta imunogénica durante a imunizagdo implicou em menor
especificidade.

Ja com os soros produzidos contra estirpes de Gluconacetobacter
diazotrophicus, houve diminuicdo dos valores de reacdo cruzada,
até mesmo entre as estirpes da mesma espécie.

Nova curva de titulagdo foi obtida com os antissoros purificados
(figuras 15 e 16), para determinar a melhor diluicdo a ser usada
quando purificados. Estas curvas apresentaram comportamentos
diferentes, como ja verificado na curva de titulagdo dos antissoros
brutos, pois cada animal e antigenos reagem de maneira diferente.

Recomenda-se que a purificacdo por afinidade seja feita no
momento da utilizacdo do soro e em quantidades pequenas pois a
armazenagem implica na perda de reacéo.
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Figura 13: Especificidade dos anticorpos policlonais brutos e
purificados contra ma estirpe PRC1 de G. diazotrophicus
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Figura 14: Especificidade dos anticorpos policlonais brutos e
purificados contra a estirpe UAP-Ac7 de G. diazotrophicus
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as imunizagdes, foi coletado de 5 a 10 mL de sangue da veia
marginal da orelha. Esta amostra denominou-se pré-mune sendo
necesséaria para certificar de que o animal ndo estava com seu
sistema imunolégico ativo contra algum organismo estranho.
Quando o animal apresenta alta producdo de anticorpos, detectado
pela técnica de ELISA, contra o antigeno alvo, ele deve ser
descartado, pois implicara em inespecificidade, isto €, os anticorpos
produzidos contra o antigeno desejado, irdo reagir com ele e com a
maioria dos organismos testados, por apresentarem epitopos
(molécula com capacidade antigénica) em comum.

No mesmo dia, apés a coleta do sangue da orelha, o animal
recebeu a primeira imunizagéo. Foi injetado sob a pele, no dorso do
animal em 8 a 10 pontos diferentes, os 2 mL de suspenséo
bacteriana acrescidas de adjuvante completo e incompleto de
Freud’'s. As inoculacdes seguintes foram apenas com 1 mL de
suspensdo bacteriana, inoculada no musculo da pata traseira do
coelho em intervalos de 7 dias. Foi escolhido um dia da semana
para iniciar  este trabalho, de acordo com o cronograma
apresentado na Tabela 2, evitando assim confusbes e
esquecimento.

Tabela 2: Cronograma para a producdo de anticorpos
compreendendo, inoculagéo, coleta de sangue e sangria

Tempo (semanas) 1% 22 32 42 58 g2 72 g4

Imunizacoes X X X X X X X
Coleta de sangue X X X
Sangria X

Na quarta semana, jA com os resultados do pré-imune mostrando
gue o animal esta apto para a produgdo do soro, coletar uma nova
amostragem de 5 a 10 mL de sangue da veia marginal da orelha,
para verificar se estava ocorrendo producdo de anticorpos
especificos.
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Se a amostragem de pré-imune apresentou baixa reatividade contra
0 antigeno alvo e esta aumentou com imuniza¢des posteriores,
pode-se dar continuidade & imunizagBes. Segundo Reis (1997),
oito inocula¢des sdo suficientes para um bom estimulo do sistema
imunoldgico. Portanto, na sétima semana, antes de imunizar o
animal, foi realizada nova amostragem da veia da orelha. Apos
testar e verificar boa producao de anticorpos (densidade otica a 405
nm utilizando a técnica de ELISA indireta, os valores devem estar
iguais ou superiores a 0,6 usando o soro diluido 1:1000), o animal
foi sangrado por puncdo cardiaca 5 dias depois da ultima
imunizacdo, periodo em que ha maior producdo de anticorpos
especificos. Neste momento, foi retirado de 50 a 70 mL de sangue.
Se os valores ndo forem satisfatérios, deve-se continuar imunizando
a o animal até obté-los.

Coleta de Amostras

O sangue foi coletado e manuseado com cuidado (evitar balancar)
para evitar hemolise. Posteriormente, foi levado para o laboratério
onde permaneceu em repouso no sentido horizontal a temperatura
ambiente por aproximadamente 3 horas para coagular e permitir a
separacdo do codgulo sanguineo do soro. Depois de coagular, o
émbolo da seringa foi puxado até o final e a seringa foi inclinada
para melhor separacdo. Apds a separacdo, o soro contendo 0s
anticorpos foi transferido da seringa para tubos e centrifugados a
10.000 g por 10 min a 4°C para melhor separagédo das hemaceas. A
seguir o soro foi aquecido a 56°C por 1h para diminuir a
concentracdo dos componentes que possam causar reagdes
inespecificas. Finamente o soro foi dividido em aliquotas de 1 mL e
acondicionado em frascos de vidro, com capacidade de 2 mL e
estocados em freezer para posteriores ensaios. A estocagem em
pequenas quantidades € importante para evitar Ssucessivos
descongelamentos que provocardo perda da qualidade do
anticorpos. Tanto a estocagem como em todos 0s ensaios, foi
utiizado frascos de vidro, por possuirem cargas neutras, nao
provocando aderéncia dos anticorpos na sua superficie.
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Género Gluconacetobater spp.

Os soros produzidos contra estirpes de Gluconacetobacter
diazotrophicus apresentaram reacdes cruzadas e variagdes entre as
estirpes da mesma espécie. Os soros produzidos podem ser
caracterizados como espécie especificos sendo no caso do soro da
estirpe PAL-5 s6 ndo reconhece na mesma magnitude a estirpe
PRC 1, isolada de Pennicetum purpureum porém esta estirpe
pertence ao ET7, mais distante grupo eletroforético, quando
avaliada por MLEE-uso de enzimas comuns do metabolismo
microbiano (Caballero-Mellado, 1995). Ja o soro da estirpe PRC 1
(Figura 13) tem em torno de 50% de reagdo cruzada com a estirpe
M 130 pertencente a espécie Burkholderia brasilensis. Este
comportamento j& havia sido observado por Silva (1999), durante a
caracterizagdo de soros produzidos contra as estirpes PAL3 e PRJ2.

O antissoro UAP-Ac7 (Figura 14), reagiu acima de 50% para todos
os isolados de G. diazotrophicus incluindo a espécie nédo fixadora G.
pasteurianus. Também foi observada reacdo acima de 40% com a
estirpe M 130.
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Figura 12: Especificidade dos anticorpos policlonais brutos e
purificados contra a estirpe PAL5 de G. diazotrophicus.
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O antissoro HA20 (Figura 11) reconheceu os isolados do mesmo
género pertencentes a H. rubrisubalbicans (M4 e HCC 103) e
Herbaspirillum frizinguense (74, 84 b) e Herbaspirillum spp. (IR 509).
Podendo ser usado na diferenciagdo entre H. seropedicae das
outras espécies. A excecdo foi a alta reacao do antissoro purificado
com o isolado HRC 54.
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Figura 10: Especificidade dos anticorpos policlonais brutos e
purificados coluna contendo proteina A, contra a estirpe HRC54 de
H. seropedicae
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Teste de Imunoadsorgéo com Enzima Acoplada (ELISA)

Utilizou-se a técnica de ELISA indireta em todos os ensaios de
caracterizacdo dos anticorpos produzidos, seguindo o protocolo
desenvolvido por Reis (1997). Para a utilizacdo desta técnica, as
bactérias utilizadas na inoculacao foram crescidas em meio sélido
SYP (para Gluconacetobacter spp.) e NFb com 3 vezes a
guantidade do indicador (para Herbaspirillum spp.). Quando puras,
todas as estirpes foram crescidas em meio liquido SYP por 24 horas
sob agitacdo constante. Recomenda-se que todas as estirpes sejam
crescidas cultura liquida do mesmo meio para inoculagao.

O preparo da placa é a fase mais importante de todo ensaio de
ELISA e deve ser planejada usando um modelo da mesma
desenhado em papel como se fosse uma planilha referente ao
ensaio, que deve conter além das amostras a serem analisadas, o
controle positivo, que sera a bactéria que deu origem ao antissoro e
controles negativos. Como controles negativos foram utilizados o
pré-imune na quarta repeticdo de cada amostra e mais 2 repeticdes
sem adicdo da bactéria, 2 repeticbes sem adicdo do anticorpo
primario e 2 repeticbes sem adicdo do anticorpo secundario.

ApOs 24 horas as células foram centrifugadas a 7000 g por 5 min.,
ressuspendidas em tampéo carbonato-bicarbonato (Apéndice 1). A
densidade d6tica a 436 nm foi ajustada para 0,8 para
Gluconacetobacter spp. e 1,0 para Herbaspirilum spp.,
correspondendo a 10° ufc/mL (Silva 1999). Ap6és o ajuste da
densidade otica, colocou-se 50 nml da suspensado por poco da placa
de ELISA com 4 repetigbes. Apds a distribuicdo das amostras nas
placas, estas foram incubadas para impregnar por 18 horas a 4°C
(incubar durante a noite). Recomenda-se ndo utilizar os pocgos
limitrofes da placa (colunas A e H, linha 1 e 12) e separar uma
amostra da outra por uma linha de poc¢os. Ao fim da impregnacéo,
as placas contendo as amostras foram lavadas uma vez com 200 ni
de solucéo de lavagem (tampé&o PBS diluido 1:10 em &gua + 0,05%
Tween 20 + 0,5%BSA), estando prontas para a proxima etapa, que
foi o teste ELISA indireto.
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Apés esse periodo adicionou-se 100 ni/poco da solucdo de
bloqueio (leite em p6 3% em PBS diluido 1:10 em 4gua) e incubou-
se a 37°C por 30 minutos. Este procedimento evita a ligagdo
inespecifica dos anticorpos na superficie da placa. A solucdo de
bloqueio foi retirada e 50 m do anticorpo primario foi distribuido em
cada poco. A placa foi incubada a 37°C por 30 minutos e a seguir, 0
excesso do anticorpo foi retirado e a placa lavada 3 vezes com 200
n/pogo da solucdo de lavagem. Apds a lavagem foram colocados
50 nm/pocgo do anticorpo secundario (anti-imunoglobulina de coelho
conjugado com peroxidase), diluido 1:1000 e a placa incubada a
37°C por 45 minutos. O conjugado restante foi retirado e a placa
lavada 5 vezes com 200 nL da solugao de lavagem por pogo. Em
seguida, 100 nL da solucdo contendo o substrato para a enzima
peroxidase [a partir de solugéo estoque de tampédo ABTS (1,67 g de
tampdo ABTS em 10 mL de agua estéril), diluido 1:10 em &agua
estéril + 1 mg.mL e ABTS], foram adicionados a cada poc¢o e a
reacdo foi mantida por 15 a 20 minutos sob agitacdo de 100 rpm,
utilizando o agitador de placas de ELISA, a temperatura ambiente.
Apés esse periodo foi realizada a leitura da placa a 405 nm, em
espectrofotdbmetro Labsystem Multiskan Plus, especial para leitura
da microplaca, acoplado a um computador pessoal 486 com o
programa Labsystem Transmit Multiskan Plus para Windows. Desta
leitura de absorbancia das amostras, foi calculado a média das 3
repeticbes e subtraido os valores obtidos com o soro pré-imune
(controle negativo da reacgdo). Este procedimento ndo foi adotado
qguando a variavel testada foi o préprio pré-imune, de amostragens
extraidas antes de iniciar as imunizagfes. Importante ressaltar que a
leitura do controle negativo — o pré-imune, também é feito com 4
repeticoes.

2.2 Caracterizagdo dos Anticorpos

Verificagdo da Producdo de Anticorpos e Determinagéo da Curva de
Diluicdo

Foi avaliado o aumento da densidade ética das amostras de sangue
coletadas dos animais inoculados, retiradas antes da primeira
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comunicacdo pessoal), indicando que dentre eles, apenas alguns
sdo semelhantes ao padrédo HRC54.
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Figura 8: Especificidade dos anticorpos policlonais brutos e
purificados em coluna contendo proteina A, contra a estirpe 74 de H.
frizingense.
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Figura 9: Especificidade dos anticorpos policlonais brutos e
purificados coluna contendo proteina A, contra a estirpe IR509 de
Herbaspirillum spp.
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reagdo cruzada acima de 20%, recomenda-se um posterior
tratamento para eliminacdo dos anticorpos inespecificos. Neste
caso, o antissoro foi purificado em coluna com proteina A e
submetido a um novo teste de reacao cruzada. ApGs a purificacéao,
apenas foi observado queda no valor de reagdo com o isolado
IR509 sendo que os indices de reacdo cruzada com outros
microrganismos continuaram elevados, ocorrendo até aumento de
reacdo com a estirpe HCC103 de H. rubrisubalbicans. A alta reacdo
com estirpes de H. rubrisubalbicans é justificAvel pela maior
proximidade genética de H. frizingense com esta espécie, se
comparado com H. seropedicae (Kirchhof et al., 2001). No caso de
A. amazonense Y6, tem sido observado reacdo com a maioria dos
anticorpos produzidos independentemente da espécie do antigeno
usado nas imunizagbes (Silva, 1999). Vale lembrar que este
antissoro, juntamente com HA20, que sera discutido adiante, foram
0S que apresentaram menores valores de aumento de resposta
imunogénica com o aumento de inoculagbes, relacionando
inespecificidade com baixa resposta ainoculacées.

O antissoro desenvolvido com a estirpe IR 509 apresentou reagao
cruzada acima de 60% contra as estirpes M4 e HCC 103 de H.
rubrisubalbicans a apo6s a purificagdo contra HA20 (Figura 9).
Todos pertencentes ao género Herbaspirilum seja ele H.
rubrisubalbicans (M4 e HCC 103) ou Herbaspirilum spp.. Os
isolados de H. seropedicae (HRC 54, Z 67 e Z 94) obtiveram
reacoes abaixo de 40%. Este soro pode ser usado na diferenciacdo
de espécies de Herbaspirillum.

O antissoro HRC54 (Figura 10), apresentou alguma inespecificidade
quando bruto. J& purificado, reagiu apenas com isolados da mesma
espécie. Considerando o valor de 20% de reacdo cruzada, as
estirpes Sp245 de A. brasilense e UAP-Ac7 de G. diazotrophicus
ndo diminuiram os valores, mas ndo chegando a comprometer a
qualidade do antissoro que foi considerado espécie-especifico, por
reagir em torno de 60%, com outras estirpes da mesma espécie.
Este soro, quando testado com outros isolados de arroz,
classificados como H. seropedicae por testes com fonte de carbono,
ndo reconheceu todos os isolados (Luciana Rodrigues,
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inoculacdo (pré imune), apoés a terceira inoculacao (parcial) e apés 7
inoculagbes (final), correspondendo ao aumento da producdo de
anticorpos especificos ao antigeno alvo. Juntamente, foi
determinada a curva de diluicdo do anticorpo e a melhor diluicdo a
ser utilizada na técnica de ELISA indireta. Para tal, os anticorpos
foram avaliados pela técnica de ELISA indireta, em diluicbes
variando de 1:500 a 1:20.000.

Determinagao da Especificidade

Os anticorpos produzidos foram testados contra outros
microorganismos diazotréficos crescidos no mesmo meio de cultura
(SYP). Esta avaliacao é dita reacao cruzada e serve para determinar
se 0s epitopos dos determinados antigenos sao especificos ou sédo
comuns a outros organismos. Para tal, foi colocado numa mesma
placa diferentes estirpes e espécies de bactérias, todos ajustados
com densidade Gtica correspondente a 10° células/mL (tabela 3). A
escolha de quais microrganismos testar dependeu do anticorpo alvo,
tendo sido priorizando aqueles de mesmos géneros e espécies
encontradas associados a cultura de cana-de-aglcar. Para os
anticorpos produzidos contra estirpes de Herbaspirillum spp.
utilizou-se um maior nimero de estirpes de bactérias do mesmo
género e géneros préximos genéticamente. Ja para
Gluconacetobacter spp. foi usado um maior nimero de estirpes da
propria espécie e da familia Acetobacteriacea.

Purificacdo dos Anticorpos

Para proceder o uso da coluna de purificacdo deve-se ler
atentamente o procedimento descrito pelo fabricante, pois cada
coluna possui um protocolo ideal de utilizagdo bem como a
capacidade de troca. A coluna utilizada neste protocolo foi Hi-Trap
da BioRad. Inicialmente a coluna foi preenchida com 10 mL de
Tampdao de Ligagéo solucdo 20 mM de NaH,PO, pH 7 (Apéndice),
para equilibrar a coluna. Depois aplicou-se a amostra de anticorpos
diluida 1:50 (200 m de soro mais 9.800 mi de Tampéo de Ligacao).
Para desprender as imunoglubulinas diferentes das de classe G,
lavou-se a coluna com 3 mL do Tampé&o de Ligacdo. Até esta fase
ndo se coleta nenhuma aliquota. Posteriormente 3 mL de Tampao
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Tabela 3: Relagédo das bactérias usadas nos testes de especificidade do
anticorpos produzidos contra o géneros Herbaspirilum spp. e G.
diazotrophicus e seus respectivos dados ecolégicos

Estirpe Espécie Local de | Planta associada | Parte da planta
isolamento

M130 ' B. brasilense Brasil Arroz Raiz
PPe-8 ' B. tropicalis Brasil Cana-de-acucar [Raiz
HRC54 H. seropedicae Brasil Cana-de-acucar [Raiz
767 ' H. seropedicae Brasil Arroz Raiz
794 H. seropedicae Brasil Arroz Raiz
HA20 Herbaspirillum spp. |Brasil Arroz Raiz
IR509 Herbaspirillum spp. |Filipinas  [Arroz Raiz
74B H. frisingense Brasil P. purpureum Colmo
84B ' H. frisingense Brasil P. purpureum Colmo
HCC103 H. rubrisubalbicans |Brasil Cana-de-agucar [Colmo
M4 T H. rubrisubalbicans |[Brasil Cana-de-aclucar |Folhas
B-4362" H. rubrisubalbicans [Brasil Cana-de-aclcar |[Folhas
M1t H. rubrisubalbicans |Mauritius [Cana-de-agucar |Folhas
HRC51" H. rubrisubalbicans |Brasil Cana-de-aclUcar [Raizes
M5" H. rubrisubalbicans |Reunion Cana-de-aclucar |Folhas
IBSBF 198" [H. rubrisubalbicans [Mauritius [Cana-de-acticar |[Folhas
Sp59 A lipoferum Brasil Trigo Raiz
BR17 A lipoferum Brasil Milho Raiz
Y2 A amazonense Brasil Trigo Raiz
Y6 A amazonense Brasil P. purpureum Raiz
CBAMC A amazonense Brasil Cana-de-acucar [Raiz
Cd A. brasilense Israel Cynodon dactylon [Rizosfera
Sp7 A. brasilense Brasil Digitaria sp. Raiz
Ap245 A. brasilense Brasil Milho Raiz
PAL5 G. diazotrophicus  [Brasil Cana-de-agucar [Colmos
PAL3 G. diazotrophicus  [Brasil Cana-de-agucar [Colmos
PRJ2 G. diazotrophicus  |Brasil Cana-de-acucar [Raizes
PRC1 G. diazotrophicus  [Brasil P. purpureum Colmos
UAP-Ac7 |G. diazotrophicus |México Abacaxi Pseudo caule
PPe-4° G. diazotrophicus  [Brasil Cana-de-acucar [Raizes

G. pasteurianus”

G. hanseni”

G. aceti’

Frateuria”

! Testado apenas com os anticorpos produzidos contra IR509 e HA20
Testado apenas com os anticorpos produzidos contra o género Gluconacetobacter spp.

16

3.3- Determinacéo da Especificidade

Os anticorpos sao classificado em IgA, IgD, IgE, IgM e 1gG, sendo
que IgG representa 75% das imunogolbulinas totais, portanto
amplamente utilizado em técnicas imunoldgicas. As primeiras
imunoglobulinas produzidas, séo IgM, IgE, seguidas por IgD e IgA,
gue séo ditas inespecificas, finalmente sédo produzidas as IgG, ditas
especificas. Para aumentar a especificidade dos anticorpos
produzidos, efetuou-se purificagdo do IgG por cromatografia de
afinidade em colunas contendo proteina A ligada a agarose (Bio-
Rad).

A afinidade da proteina A, extraida de Staphilococcus aureus,
especialmente por anticorpos do tipo IgG, é uma propriedade Uutil
para separar imunoglobulinas.

A especificidade foi determinada através de testes de reacdo
cruzada contra 5 géneros de bactérias diazotroficas e diversas
espécies (Tabela 3). Foram testados os antissoros brutos e
purificados com através do uso da proteina A e visando diminuir as
imunoglobulinas inespecificicas.

O teste de reagdo cruzada € considerado o principal parametro de
qgualificacdo de um antissoro, sendo determinante na decisdo de
possibilidade de uso ou ndo de um antissoro que apresentou baixos
valores de densidade 6tica na curva de dilui¢&o.

Género Herbaspirillum spp.

Dentre o0s soros produzidos contra estirpes do género
Herbaspirillum, o antissoro 74 (Figura 8), apresentou baixos valores
de densidade 6tica com o0 aumento do numero de inoculagdes (item
anterior), e em testes de reacdo cruzada, do antissoro bruto foi
apresentada alta reagcdo com a estirpe HCC103 de H.
rubrisubalbicans, HRC54 de H. seropedicae, Y6 de A amazonense e
HA20 e IR509 com comportamento de H. rubrisubalbicans em fonte
de carbono. Além disso, também foram observadas reacoes,
apesar dos baixos valores, contra bactérias de outras espécies.
Segundo Olivares (1997), para um antissoro com percentuais de
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Figura 6: Verificagdo da producdo de anticorpos especificos ao
longo das inoculagdes e curva de diluicdo do soro produzido contra
a estirpe PRC1 de G. diazotrophicus
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Figura 7: Verificagdo da producdo de anticorpos especificos ao
longo das inoculagdes e curva de diluicdo do soro produzido contra
a estirpe UAP-Ac7 de G. diazotrophicus
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Acido Citrico (0,1 M; pH 3) foram aplicados para eluir as
imunoglobulinas Igl e Ig2 responséaveis pela maior especificidade.
Nesta etapa a amostra foi coletada em recipiente de vidro estéril,
contendo 500 m de Tris-HCI (1 M; pH 9) para equilibrar o pH da
solucdo. Finalmente a coluna foi lavada com 5 mL de etanol 20% e
deixado um aliquota de 1 mL de etanol preenchendo a coluna para
conserva-la até reutiliza-la para outras purificacées. Em todas as
etapas o fluxo deve ser mantido por gravidade.

Teste de Sensibilidade

Este teste foi realizado para determinar o nivel minimo de deteccéo
do antigeno, util principalmente em ensaios de deteccdo destes
microrganismos de amostras ambientais. Para tal, as placas de
poliestireno, utilizadas na técnica de ELISA indireta, foram
impregnadas com diluicdes do antigeno variando de 10° a 10°
células por mL. Inicialmente mediu-se a densidade o&tica dos
antigenos a 436 nm, ajustando-se para 1,0 e 0,8 para 0s géneros
Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter spp. respectivamente, que
segundo Silva (1999), estes valores correspondem a 10° células por
mL, considerado pela literatura o numero ideal para a técnica de
ELISA indireta. ApGs o0 ajuste da densidade 6tica, as amostras foram
diluidas em série de 1:10 até 10° células por mL.

3. Resultados

3.1- Procedimentos a serem adotados durante o Periodo
de Imunizacdes

O processo de producéo do soro deve ser acompanhado com visitas
periédicas ao biotério, observando 0 estado dos animais,
disponibilidade de alimento, condicbes do ambiente, que deve ser
calmo e arejado e evitar contato com outros animais. Ter cuidado
especial com sarna, que se desenvolve com frequéncia em épocas
guentes principalmente na regido interna da orelha. Observar
também possiveis ferimentos e erupgbes na pele devido as
imunizagbes, que devem ser tratados para evitar presenca de
moscas.
17



Tanto as imunizagbes como coleta de sangue sdo procedimento
simples, que podem ser realizados sem treinamento especializado,
sempre com auxilio de outra pessoa para segurar o animal. Os
cuidados nestas operacdes referem-se ao modo de seguréa-lo,
nunca pelas patas, pois sédo frageis e fraturam facilmente, sendo
gue se isso ocorrer, provavelmente terd que descartar o animal.
Segurar sempre pelas orelhas com uma mao e a outra no centro do
corpo. Os procedimentos devem ser realizados sobre uma
superficie plana, para evitar que o animal se bata, podendo provocar
ferimentos. Para as imunizagdes no muasculo da pata traseira,
recomenda-se alternar a pata que ir4 receber o antigeno. Se na
segunda semana foi imunizada a pata direita, na semana seguinte
serd a pata esquerda, para evitar hematomas ou perfuragdo de uma
area dolorida. Para a coleta de sangue da orelha foi esfregado xilol
sobre a mesma, para dilatar a veia e posto num algodéo para o
animal cheirar e ficar calmo, permitindo a retirada sem maiores
ferimentos. Importante neste procedimento é, observar a espessura
da agulha para coleta de sangue. Varios didametros foram utilizados
e foi observado que, se a agulha for muito grossa fica dificil pegar a
veia e ou estancar o sangue apés retirada. Porém se mais fina, evita
este problema, mas provoca hemdlise do sangue, misturando-o com
hemaceas e proteinas que causam reacdes inespecificas. Portanto,
verificou-se que a melhor agulha para retirada de amostras de
sangue da veia marginal da orelha e inoculagdes intramusculares e
subcuténeas foi 25 G 5/8.

3.2- Verificacdo da Producéo de Anticorpos e Curva de
Diluicéo

A determinacdo da melhor propor¢cdo antigeno-anticorpo é
necesséria porque a medida que maiores concentracbes de
anticorpo séo adicionadas a uma quantidade constante de antigeno
(ideal 10° células/mL) havera excesso de anticorpo atrapalhando a
reacdo, resultando no efeito denominado de pro-zona, isto €,
diminuicdo do sinal por excesso de anticorpo (diluicbes abaixo de
100). O contrario também deve ser quantificado, verificando qual o
méaximo de diluicdo do anticorpo sem perda de sinal.
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Como observado para o género Herbaspirillum, nestes antissoros
(Figuras 5, 6 e 7), também houveram variacbes da resposta
imunogénica e porcentagem de aumento relacionadas com o
estagio das imunizagdes. Vale ressaltar aqui que os valores de titulo
final poderiam ser maiores se retirados 5 dias apdés a Ultima
imunizagdo como descrito acima, periodo em que se observa maior
concentracdo de anticorpos, porém estas amostras foram retiradas
aproximadamente 10 dias apés devido problemas técnicos.

O antissoro UAP-Ac7 de G. diazotrophicus isolada de abacaxi,
apresentou maior reacdo, com densidade 6tica em torno de 1,5
apos a sétima inoculagdo, sendo que o restante ficou em torno de
1,0, valores semelhantes aos encontrados por Silva (1999) e Reis
(1997). Apds os testes foi definida a diluigdo dos antissoros brutos
de 1:1000 para anti-UAP-Ac7 e 1:500 para o restante dos
antissoros.
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Figura 5: Verificagdo da producdo de anticorpos especificos ao
longo das inoculagdes e curva de diluicdo do soro produzido contra
a estirpe PAL5 de G. diazotrophicus
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Figura 4: Verificagdo da producdo de anticorpos especificos ao
longo das inoculagdes e curva de diluicdo do soro produzido contra
a estirpe HA20 de Herbaspirillum spp.

Género Gluconacetobacter spp.

Apés a criacdo do género Gluconacetobacter as espécies descritas
para outros géneros foram reclassificadas com base na composicéo
parcial dos acidos nucléicos do DNA ribossomal pertencente a sub-
unidade 16 S (Yamada et al., 1997). Esta nova descricéo incluiu a
espécie Acetobacter diazotrophicus isolada a principio de cana-de-
acucar com as estirpes padrdo PAL-5, PRJ-2 e Ppe-4 (Cavalcante &
Dobereiner, 1988). Estudos posteriores de isolamento permitiram
identificar esta espécie como também colonizando a rizosfera e
raizes de café (Jimenez-Salgado et al., 1997) e raizes e pseudo-
caule de abacaxi (Tapia-Hernandez, 2000), batata doce (Paula et al,
1992), Capim Cameroon (Dobereiner et al., 1988) e mais
recentemente foi detectada em tecidos de Eleusine coracana, uma
planta hospedeira cultivada ao longo da costa de Tamil Nadu na
India através do uso da técnica de amplificacdo por PCR com primer
espécie-especifico (Loganathan et al.,1999). Recentemente, duas
novas espécies foram descritas: G. johannae estirpe padrdo CFN-
Cf 55 e G. azotocaptans estirpe padrédo CFN-Cf54 ambas isoladas
de café (Fuentes-Ramirez et al., 2001).
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As amostras de sangue retiradas antes da primeira imunizagéo (pré-
imune), apoés a terceira (parcial) e a oitava imunizacao (final) foram
testadas para verificar a producéo e melhor diluicdo dos anticorpos.
Pré-imune e parcial foram diluidos até 1:10.000 e verificou-se que
todos os anticorpos produzidos apresentaram reacdo de pré-imune
satisfatéria e aumento de reacdo apos a terceira imunizacdo. Estes
resultados indicaram que estava ocorrendo produgdo de anticorpos
contra 0s antigenos alvo, portanto foi dado continuidade &
inoculagdes.

Apés a sétima inoculacdo, procedeu-se novamente o teste de
diluicdo para verificar se a producao de anticorpos ja tinha atingido
valores considerados 6timos, aumentando o niumero de dilui¢cdes até
1:20.000. Em todos observou-se aumento da densidade Otica com o
aumento do ndmero de imunizacdes, porém estes aumentos
variaram entre os antigenos, provavelmente devido as diferencas na
capacidade antigénica ou da resposta do animal, pois cada
organismo pode responder de uma maneira diferenciada. Para
resolver o problema da influéncia do animal, recomenda-se trabalhar
com 2 animais para cada antigeno, porém, neste trabalho foi
utiizado apenas 1 animal pelo grande numero de anticorpos
produzidos.

A decisdo de utilizagdo ou ndo de um antissoro que apresentou
baixos valores de densidade ética em curva de titulacdo, s6 pode
ser tomada apGs obter os resultados de reagéo cruzada e depende
muito do objetivo do pesquisador e do conhecimento do antigeno.

Género Herbaspirillum spp.

Atualmente o género Herbaspirilum contempla 3 espécies de
bactérias diazotroficas: H. seropedicae estirpe padrdo Z67 isolada
de arroz, H. rubrisubalbicans estirpe padrdo M4 isolada de cana-de-
acucar e H. frisingense estirpe padrao 84B isolada de Pennisetum
purpureum cv Taiwan e GSF 30, isolada de Miscanthus
sacchariflorus (Kirchhof et al., 2001). Além destas 3 espécies existe
um grupo de isolados denominado Herbaspirillum spp. grupo 3
(Baldani et al., 1996). Este grupo néo inclui bactérias diazotréficas e
nao foi utilizado neste estudo.
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Nas figuras 1, 2, 3 e 4, observa-se a produgéo de anticorpos contra
as estirpes de Herbaspirillum spp. Apenas a densidade Gtica do
antissoro 74, ndo atingiu valores considerados 6timos e mais 4
inoculacdes foram feitas. ApOs estas 4 inoculagbes, testou-se
novamente a producdo de anticorpos e foi verificado aumento,
mesmo que insipiente, e o animal ndo foi mais imunizado. A decisdo
de encerrar o trabalho de imunizagcbes no coelho que estava
produzindo anticorpos contra a estirpe 74, mesmo com baixos
valores de densidade otica, foi porque se com 12 inoculagbes nao
houve estimulo suficiente do sistema imunoldgico, conclui-se
portanto que, ou a estirpe tem baixa capacidade antigénica ou o
animal baixa capacidade de respostas antigénica, e provavelmente
mais imunizacdes ndo iriam resultar em maior producdo de
anticorpos.

Com os resultados de densidade 6ética obtidos para os antissoros de
Herbaspirillum spp., decidiu-se por usar HA20 e 74 numa diluicdo de
1:500 e HRC54 e IR509 diluidos 1:1000, sem purificacdo e
aplicados nos testes posteriores, por apresentarem resultados de
densidade o6tica em torno de 1,0.
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Figura 1: Verificagdo da producdo de anticorpos especificos ao
longo das inoculagdes e curva de diluicdo do soro produzido contra
a estirpe 74 de H. frizingense.
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Figura 2: Verificagdo da producdo de anticorpos especificos ao
longo das inoculagdes e curva de diluicdo do soro produzido contra
a estirpe IR509 de Herbaspirillum spp.
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Figura 3: Verificagdo da producdo de anticorpos especificos ao
longo das inoculagdes e curva de diluicdo do soro produzido contra
a estirpe HRC54 de H. seropedicae.
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