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TECNICAS IMUNOLOGICAS APLICADAS A DETECCAO DE BACTERIAS NO
AMBIENTE. II. USO DE ANTICORPOS COMO SONDAS EM ESTUDOS DE
LOCALIZACAO DESTES MICRORGANISMOS PRESENTES EM AMOSTRAS DE
SOLO E PLANTA

Reis, V.M.!, Olivares, F.L.> e Cruz, G.B.}

1. INTRODUCAO

Visando dar continuidade a apresentacdo de técnicas imunoldgicas aplicadas no
estudo de bactérias no ambiente foi feito este documento que pretende dar énfase a vérias
metodologias relacionadas aos estudos de localiza¢do destes microrganismos em amostras de solo
e planta. Dentro deste universo complexo devemos ter em mente que ocorre uma interagdo entre
estes diferentes componentes (solo-planta-microrganismos) sendo influenciados pelas
caracteristicas intrinsecas de cada um, mais a ag¢do de fatores abidticos (luz, temperatura, pH,
etc). Nota-se que a maioria dos trabalhos descritos na literatura sdo baseados na regido de
interfase destes trés componentes, a chamada rizosfera (Curl & Truelove, 1989). Recentemente,
o interior das plantas vem tendo destaque dentro de um novo enfoque que ¢ o de colonizagao por
bactérias benéficas (Ddbereiner et al., 1995). Estes microrganismos podem viver em perfeita
harmonia com o vegetal, sem demonstrar nenhum sintoma visual de sua existéncia. Sao
denominados microrganismos endofitos (Kloepper & Beauchamp, 1992). Nesta categoria estiao
incluidos: as bactérias (Dobereiner et al., 1995), os actinomicetos (Sardi et al., 1992; Baker &
Mulin, 1994), fungos tanto os unicelulares (leveduras) como os pluricelulares (micorrizas
arbusculares) (Fisher et al., 1992) entre outros. Os novos conceitos sobre a saude de plantas estdo
relacionados com o equilibrio entre a populacao dita benéfica, como por exemplo a das bactérias
diazotroficas e os outros, ditos patogenos. Toda esta complexa interacao s6 pode ser estudada,

“in situ”, através do uso de instrumentos de amplificacdo de imagens, como 0s microscopios.
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Existem diversos modelos de microscopios que podem chegar a aumentos de até
400.000 vezes e com poder de resolucao de 0,5 nm sendo chamados de microscopios eletronicos,
sdo eles: o de transmissdo, o de varredura e o mais recente denominado de confocal com scanning
a laser (maiores detalhes a seguir). Dentro do campo da microscopia 6tica, cujo aumento pode
chegar a 1000 vezes com poder de resolugdo de 0,2 pum, temos as lupas (microscopios
estereoscopicos), 0 microscOpio Otico € suas variantes como a microscopia de campo claro,
campo escuro, contraste de fase, fluorescéncia, interferéncia e polarizacdo. Tais equipamentos
sdo uteis em estudos ecoldgicos em varios ambientes. No caso especial deste documento serdo
abordadas técnicas imunolodgicas aplicaveis no reconhecimento de bactérias, especialmente as
diazotroficas, presentes em amostras de plantas tanto interna como externamente e algumas

aplicacdes em amostras de solo.

2. CONSIDERACOES GERAIS

Como toda técnica imunolodgica, o primeiro passo ¢ sempre o de caracterizagdo do
anticorpo (marcador) que sera usado como sonda. Este assunto foi tratado em detalhe por Reis et
al.,(1997) onde cada etapa, desde a imunizagdo até a identificagdo da molécula de
reconhecimento estd descrito.

Para se ter sucesso com trabalhos que envolvam estudos de localizagdo, ¢
necessario que se conhega o ambiente de estudo. Vamos citar, como exemplo, um género de
bactérias tipicas de rizosfera, o Azospirillum spp., que pode ser encontrado no solo ou penetrar
nas raizes de plantas hospedeiras e se localizar até no xilema (Patriquin & Ddbereiner, 1978;
Schloter et al., 1994). Entretanto, o nicho onde ¢ encontrado em maior numero ¢ a regido da
rizosfera das plantas. Estudos de colonizacdo de bactérias diazotroficas enfocam principalmente,
os processos de reconhecimento planta-bactéria como a forma e o processo de adesao a superficie
das plantas (Duguid et al., 1980) e ancoramento (Bashan et al., 1991), a competi¢do com outras
estirpes (Pinheiro, 1992), penetracdo nos tecidos mais internos como a epiderme (Levanony et
al., 1989) e finalmente chegam a caracterizar a colonizagdo de vasos condutores (Hurek et al.,
1994). Para cada etapa do estudo, uma técnica mais especifica deve ser utilizada para a melhor
compreensdo dos resultados alcancados.

Para se quantificar a populagdo alvo num dado habitat também se pode utilizar

métodos imunoldgicos. Estas técnicas foram descritas anteriormente por Reis (1997). A fase de



quantificagdo serve para se escolher a parte da planta onde se deseja estudar o processo com
maiores detalhes. A premissa bésica ¢ que o sinal de detec¢do obtido pela amostra deve ser
sempre maior que sinais ndo especificos (ruido de fundo). Quando se avalia as bactérias
isoladamente, € possivel se separar apenas uma célula alvo, mas isto ndo ¢ mais verdade em
amostras complexas onde ha o aparecimento de tecido vegetal e de solo. Todos estes detalhes
serdo discutidos a seguir, como também as formas de se resolver os eventuais problemas

advindos do uso destas técnicas.

3. TECNICAS DE LOCALIZACAO In Situ

3.1. Imunofluorescéncia

Marcadores fluorescentes (fluorocromos) podem ser acoplados a proteinas
especificas como anticorpos, enzimas e lecitinas. Sa3o muito sensiveis a visualizag¢do e diferem
quanto ao espectro de excitagdo e emissdo. Também permitem a marcagdo direta na molécula do
anticorpo primdrio (maiores detalhes ler Harlow & Lane, 1988) ou indireta, através de um
segundo anticorpo que pode ser obtido comercialmente (ex: Amershan Life Sciences, Boeringher
Manheiem ou Sigma Bio Sciences) . O fluorocromo mais comum ¢é o isotiocianato de
fluoresceina (FITC - fluorescein isothiocyanate) com comprimento de onda para absor¢ao de
450-500 nm e comprimento de onda de emissao de 500-550 nm que ¢ visualizado pela cor verde.
Outros compostos estao disponiveis para uso em material de planta, como a rodamina, que emite
luz vermelha bem como o Texas Red™ e o R- Phycoerythrin (PE), que emite uma cor vermelho-
alaranjada (maiores detalhes nos catidlogos de compra destes reagentes). Cada fluorocromo exige
uma combinagdo especifica de filtros de barreira e excitagdo. Maiores detalhes sobre a selegao
adequada de filtros e fluorocromos podem ser obtidos em suplementos cientificos editados pelas
firmas Zeiss e Olympus. A grande vantagem do uso destes marcadores ¢ que mesmo
concentragdes extremamente baixas de fluorocromos (ex. 10'® g) podem ser detectadas através
do microscopio de fluorescéncia.

Estes fluorocromos podem ser usados na quantificacdo do niimero de células de
bactérias (ou outros microrganismos ou mesmo moléculas bioldgicas) presentes numa dada
amostra. Entretanto, detectam células culturaveis ou ndo e a confirmagdo positiva de células
vivas ndo pode ser feita diretamente, exigindo a aplicacdo de outras técnicas mais especificas, tais

como a marcagao com sondas de RNA (maiores detalhes ler Reis et al., 1997).



O maior problema do uso de imunofluorescéncia ¢ a autofluorescéncia,
principalmente em amostras de solo e planta. Para minimizar tais problemas Bohlool & Schimidt
(1968) desenvolveram o uso de gelatina para cobrir as amostras. Esta gelatina ¢ hidrolisada e
aplicada diretamente ou em mistura com rodamina. O pré-tratamento das amostras de solo e
planta com conjugado gelatina-rodamina, bloqueia as adsor¢des nao especificas e age como um
contra-corante (fundo laranja) para conjugados marcados com FITC (verde). O uso da gelatina
foi especialmente desenvolvido para amostras de solo e oferece um controle excelente para a
marcacdo ndo especifica deste material.

Preparacdo da gelatina para amostras de solo (Bohlool & Schimidt,1968):
preparar uma solugdo aquosa de gelatina (2%), ajustar para pH 10-11 com NaOH (1 M) para
promover a hidrolise e autoclavar por 10 min a 121° C e reajustar para o mesmo pH inicial.

Preparacio da gelatina-rodamina: adicionar isotiocianato de rodamina (RhITC,
Sigma) dissolvido num volume minimo de acetona a gelatina para uma concentragdo final de 8
ug de corante para cada mg de gelatina. Agitar a mistura levemente por 12 horas para promover a
conjugacao e passar por uma coluna Sephadex (G 25) equilibrada com tampao fosfato salino
(PBS, pH 7.2) até que nenhuma cor seja visualizada no eluente. O conjugado pode ser coletado e
preservado a -20°C em pequenos volumes com adigdo de 1:10.000 de mertiolate.

Uso da gelatina-rodamina: Os espécimes s3o cobertos com o conjugado ¢ em
seguida, deixar secar a 60° C. ApOs esfriar, as amostras sdo marcadas com FITC.

Embora a técnica de imunofluorescéncia possa ser usada em amostras de solo, a
deteccdo in situ ¢ muito prejudicada pela adsor¢do ndo especifica, baixa resolugdo do
microscopio Otico em relagdo ao tamanho da célula bacteriana e ao baixo numero populacional

no solo.

3.1.1. Imunofluorescéncia em bactérias isoladas

Bactérias sdo crescidas em meio liquido (rico ou minimo) durante 24-48 hs sob
agitacao.
1. Retirar uma aliquota de 200 pl e centrifugar por 5 min a 5000 rpm. Ressuspender em

100 pl de PBS. As suspensoes de células sdo transferidas para microtubos previamente

bloqueados com BSA (3%) em PBS.



2. Adicionar 50ul dos anti-soros primarios e incubar a 37°C por 30 min. As suspensdes
sdo centrifugadas e ressuspendidas 2 vezes em PBS com BSA (0,5%).

3. Adicionar 10 pl do anticorpo secundario biotinilado (diluido 1/300 em PBS com BSA a
0,5%) com 100ul da mesma solugdo, incubar a 37°C por 45 min e lavar 2 X em PBS com BSA
(0,5%).

4. Adicionar 10 pl da estreptavidina marcado com FITC diluido 1:10 em PBS e incubar a
37°C por 20 min. A seguir, centrifugar e ressuspender o pellet em 100ul de PBS.

5. As suspensdes sdo transferidas para laminas previamente tratadas com poli-L-lisina ou

agarose 0,2% e observadas em microscopio de fluorescéncia.

3.1.2. Imunofluorescéncia em amostras de plantas

Na fase inicial de preparo das amostras de tecido vegetal, deve-se fazer uma avalia¢dao do
nivel de autofluorescéncia da amostra. De acordo com o resultado, pode-se utilizar amostras de
planta cobertas com gelatina ou agarose, desde que o nivel de autofluorescéncia seja elevado
como também pode ser aplicado o método descrito por Bohlool & Schimidt, (1968).

1. Segmentos pequenos de raiz (3 cm) sdo bloqueados com BSA (3%) em PBS por 30
min.

2. A seguir sdo incubados com o anticorpo primario diluido 100 vezes em 50 ul de PBS +
BSA (0,5%) por 30 min. Lavar 3X em PBS + BSA a 0,5% (solucdo de lavagem).

3. Adicionar 10 pul de solu¢dao do anticorpo secundario biotinilado diluido (1:300) em
solugdo de lavagem (por 40 min, e lavar 3X na mesma solugdo sem o anticorpo.

4. Incubar o material com 10 ul de estreptavidina marcada com FITC diluida (1:10) em
PBS por 20 min e lavar 5X.

5. A seguir, os cortes sdo colocados em lamina cobertas com poli-L-lisina (promove a
aderéncia do material) e observados sob microscopio equipado para fluorescéncia.

Vantagens: a sensibilidade do método ¢ maior que do ELISA ficando em torno de
10° a 10* células/ g de tecido vegetal (Van Vuurde & Roozen, 1990) e mesmo concentragdes

muito baixas do fluorocromo (ex.: 10" g) podem ser detectadas através do microscopio de



fluorescéncia. Outra vantagem ¢ a marcagdo dupla ou tripla alcancada apenas pela modificagao
do comprimento de onda para excitagao.

Desvantagens: permite estudos de localizacdo especifica mas ndo ¢ usado para
quantifica¢do devido a restrita area de visualiza¢do. Para tal sdo necessarios a avaliagdo de um
grande niimero de amostras que sdo cansativas ¢ demandam um longo tempo. Outras técnicas
imunologicas permitem a quantificacdo mais rapida, eficiente e reproduzivel. Também nao
distingue células vidveis de ndo cultivdveis. Para tal temos a marcacdo fluorescente de colonias
(immunofluorescence-colony staining - IFC) que detecta bactérias cultivaveis no limite de 10-100
bactérias por ml de extrato (Leeman et al., 1991; Underberg & Van Vuurde, 1990).

Muitos dos problemas que limitam a utilizacdo de imunofluorescéncia advém do
proprio microscopio Otico. As amostras de plantas sdo geralmente mais grosseiras pois nao sao
seccionadas (amostras frescas). Desta forma, o campo de visualizagdo fica prejudicado pelas
areas ndo focadas. Para minimizar tais problemas foi desenvolvido o microscépio confocal com
scanning a laser (Scanning confocal laser microscopy - SCLM) que ajusta as distor¢des advindas
do focus limitado em amostra espessas e diminui reagcdes de background do sinal de fluorescéncia
em amostras de solo e planta. Simplificadamente, podemos dizer que o SCLM funciona da
seguinte forma: um unico feixe laser passa por um orificio onde os sinais s6 podem ser
detectados numa unica direcdo, eliminando assim os sinais oriundos das partes ndo focadas.
Também permite andlise seqiiencial de diferentes planos do tecido, gerando imagens
tridimensionais ap6s andlise de imagem acompanhada por um computador equipado com um

programa especifico.

3.2. Imunouro

3.2.1. Sistema de deteccao

Particulas de ouro coloidal apresentam vantagens de uso sobre outros marcadores
tais como a ferritina, a diaminobenzidine ou enzimas como a peroxidase que sdo aplicadas em
estudos imunohistoquimicos. Esta vantagem deve-se ao fato de que o ouro coloidal ¢ formado
por particulas eletron-opacas e uniformes na forma, distinguindo-se de estruturas bioldgicas e
muito visiveis mesmo em baixa magnificagdo (4000 vezes, dependendo da imunomarcagdo). A

combinag¢do de técnicas de imunomarcacdo com anatomia vegetal e visualizacdo através do uso
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de microscopia Otica e eletronica (varredura e transmissao) permitiu estudar a interagao planta-
bactéria associada a identifica¢do especifica dos diazotroficos endofiticos (James et al., 1994),
identificar biomacromoléculas importantes na interagdo, como por exemplo a nitrogenase (Hurek
et al.,, 1991; Olivares et al., 1997) ou outros compostos como glicoproteinas, celulose, pectina
(James et al., 1991).

A marcagao com ouro associada ao microscopio eletronico de transmissao (MET),
utiliza se¢des ultrafinas (50-80 nm) do tecido e combina o seu alto poder de resolu¢do com a
detec¢do especifica e semi-quantitativa dos ensaios de imuno-marcacdo. Em laboratorios nao
equipados com MET, a técnica de imuno-ouro pode ser acoplada a amplificagdo do sinal com
ions de prata e visualizagdo ao microscopio otico de se¢des semi-finas (1-2 um). Para tal as
amostras precisam ser fixadas, desidratadas, embebidas em resina e apds a infiltragdo,
polimerizadas em cépsulas de gelatina formando blocos que podem ser cortados.

A produgdo de particulas coloidais de ouro utilizam a redug@o controlada do acido
tetracloroaurico variando o agente redutor. O tamanho da particula depende do grau de reducgdo
do ouro. O método do citrato de sodio (Frens, 1973) produz particulas monodispersas variando de
10 a 150 nm em didmetro, dependendo da concentragdo de citrato. Tem-se também o método do
citrato de s6dio em mistura com 4cido tanico (Slot & Geuze, 1985) e produz particulas variando
de 3 a 15 nm. A utilizagdo do 4cido tanico gera particulas mais rapidamente que o citrato,
portanto, maiores propor¢des de acido tanico resultam em particulas menores e ambos os
métodos possuem coeficientes de variagdo muito baixos. A seguir, as particulas precisam ser
estabilizadas com macromoléculas para prevenir a floculacdo quando colocados numa solugdo
eletrolitica. A estabiliza¢do ocorre num pH perto do pl da proteina usada. As mais comuns sdo a
proteina-A e anticorpos secundarios. A proteina A-ouro ¢ muito usada especialmente com
anticorpos produzidos em coelhos. E extraida da bactéria Staphylococcus aureus ligando-se a
fracdo Fc da imunoglobulina G (IgG), ndo interferindo com a habilidade do anticorpo de se ligar
ao antigeno. Como esta proteina possui pouca afinidade para IgGs de cabras, ratos e
camundongos, utiliza-se neste caso a proteina-G derivada da parede celular do estreptococo
estirpe G.

Anticorpos secundarios marcados com ouro sdo usados normalmente tanto para
acoplagem com anticorpos monoclonais como para policlonais. Para tal deve-se utilizar o

anticorpo secundario desenvolvido no mesmo animal em que se produziu o soro e vendido
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comercialmente. Como outra alternativa, pode-se usar o sistema estreptavidina-ouro com

anticorpos secunddrios biotinilados através de um sistema simples ou de dupla marcacao.

3.2.2. Preparacao das amostras

a. Fixadores

No nosso caso, serd aplicado apenas a fixagcdo quimica através do uso de
substancias que reagem com determinados sitios das biomoléculas no sentido de promover uma
estabilizacdo. Existem outras formas de fixacdo de moléculas através de métodos fisicos que
geralmente fazem uso de baixas temperaturas (maiores detalhes ver Sesso, 1989)

Dentre os varios produtos que podem ser aplicados temos duas classes: os aditivos
e os nao aditivos. Na classe dos ndo aditivos, estd incluido o etanol que usado diretamente sobre a
amostra faz denaturar as proteinas devido a sua ag¢do coagulante, alterando bastante a sua
configuracdo. Por isso, o etanol ndo ¢ utilizado em microscopia eletronica.

No grupo dos fixadores aditivos temos os aldeidos formico e glutérico, a acroleina
e o tetroxido de 6smio. Apos a sua adi¢ao ocorre a estabilizacao estrutural através de ligacdes
entre as moléculas do fixador com as macromoléculas teciduais sem promover contudo uma
distor¢do muito acentuada (ligagdes cruzadas entre os componentes estruturais). Sua acdo torna
as proteinas ndo coagulaveis, o que permite que se use o etanol e a acetona nas fases de
desidratacdo (maiores detalhes ver Sesso, 1989).

O fixador ideal ¢ aquele que preserva a ultraestrutura sem perda de antigenicidade.
Entretanto, como a maioria dos anticorpos sdo produzidos com antigenos nativos e nao fixados, é
dificil conseguir que ambos os objetivos sejam alcangados plenamente. Desta forma, um tnico
protocolo nao satisfaz a todos os experimentos imunohistoquimicos. O passo inicial faz uso de
agentes fixadores tais como os aldeidos. O glutaraldeido ¢ um dialdeido que se liga a proteinas de
uma melhor forma que o paraformaldeido, que ¢ um monoaldeido, resultando numa melhor
preservagdo da ultraestrutura mas que ainda assim pode diminuir ou eliminar o reconhecimento
do anticorpo (Sesso, 1989). O paraformaldeido, em diversas concentragdes (2-5%), tem sido o
substituto do glutaraldeido (VandenBosch, 1991). Um meio termo entre a preserva¢do da
ultraestrutura e dos sitios antigénicos na fixacdo do material bioldgico para aplicacdo em
imunohistoquimica ¢ a utilizagdo do paraformaldeido (2-5%) e glutaraldeido em baixas

concentragdes (0,1%). Para tal, usar 0,1% de glutaraldeido (solucdo estoque 25% - comercial) +
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4% de paraformaldeido (a partir solugdo estoque - formulagdo descrita a seguir) em tampao
cacodilato (0,1M pH 7,2) ou tampao fosfato (0,1M pH 7,1).

A poés-fixagdo com tetroxido de dOsmio pode mascarar os sitios antigénicos
causando uma redugdo substancial no numero de particulas de ouro ligadas na sec¢do. Desta
forma, ¢ geralmente omitido dos protocolos imunohistoquimicos. No entanto, se ¢ realmente
necessaria a preservacdo da ultraestrutura para imuno-marcagdo, deve-se tratar os grides
metalicos com metapriodato de sddio (0,56 M sol. aquosa) por 1 hora, no intuito de expor os

sitios antigénicos ocultos pelo ésmio, lavando em seguida com agua destilada.

Preparo da solucio estoque de paraformaldeido:
Método I: Solugao aquosa de paraformaldeido (40%).

Dissolver 40 g de paraformaldeido (p6) em 95 ml de 4dgua bidestilada aquecendo
até 65°C sob agitacdo. Quando a solucdo estiver dissolvida, porém ainda turva, adicionar
algumas gotas de NaOH (40%). A solucdo ira clarear. Apos esfriar completamente, completar
para 100 ml com 4gua bidestilada. Esta solu¢do pode ser continuamente diluida com a solu¢do
tampao escolhida (cacodilato ou fosfato) para uma concentragdo final de 4%. Sempre que for
usar, checar o pH.

Método II: Solucdo tamponada de paraformaldeido (5%).

Aqueca 45 ml de tampao fosfato ou cacodilato (0,2 M; pH 7,4) até 65°C. No
inicio do aquecimento, adicione 2,5 g de paraformaldeido e agite continuamente. A solugdo
permanecera turva. Adicione gotas de hidréxido de sédio (2 N) e continue agitando até a solug¢ao
clarear. Apos resfriar, complete para 50 ml. Checar o pH antes do uso.

A fixagdo da amostra usando solugdo de paraformaldeido tamponada (5%)
apresenta um baixo numero de ligagdes cruzadas entre as biomoléculas e dessa forma deixara
livte um nuamero apreciavel de sitios antigénicos reativos para deteccdo por métodos

imunohistoquimicos.

b. Resinas

Métodos imunohistoquimicos necessitam a utilizacdo de resinas hidrofilicas como
as do grupo das resinas acrilicas polares (LR White, Lowicryl K4M). A resina London LR White

¢ a alternativa mais popular para estudos imunohistoquimicos em tecidos de plantas. E uma
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resina acrilica aromatica, hidrofilica, com alta retengdo da antigenicidade e baixo numero de
reagOes inespecificas. Serve para uso em microscopio 6Otico e eletronico, ¢ facil de seccionar e
infiltra bem no tecido vegetal. Para o seu uso, apos a fixacdo e lavagem da amostra com tampao,
desidrata-se a amostra com a série alcoolica de etanol (10,30, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100 % durante
10 min para cada etapa). Na etapa de infiltracdo pode-se adotar misturas de resina com alcool
para uma infiltracdo lenta (mistura 2:1, LR White : etanol 100%, 1h). Em nosso laboratério, por
economia, embebemos a amostra na resina pura por um dia, trocamos por resina nova e deixamos
embebendo por 6 dias na geladeira. Transfere-se entdo as amostras para capsulas de gelatina,
identificando-as com um pequeno papel e em seguida coloca-se a amostra orientada e embebe-se
com resina nova. Polimeriza-se as amostras a 55-60°C por 24 hs.

As amostras sdo cortadas na espessura de 50 a 90 nm e coletadas em grids de niquel
ou ouro (metais inertes). Os grids sdo cobertos com um filme de Formvar (0,4% em cloroférmio
e espera-se 24 hs para a total homogeiniza¢dao). Para cobrir os grids com Formvar ¢ necessario
que se produza o filme através do uso de laminas de vidro novas. Mergulha-se a lamina na
solugdo de Formvar e deixa-se secar. A seguir passa-se a gilete nas bordas da lamina e mergulha-
se em agua perpendicularmente. Este procedimento permitird que o filme se solte da lamina e
fique sob a superficie da agua. Colocar os grids invertidos sobre a pelicula que esta flutuando na

agua. Recolher o filme com a ajuda de parafilme, secar e usar.

3.2.3. Marcac¢ao com ouro
Marcac¢io com ouro para MET

e Toda reacdo se processa em um pequeno pedaco de filme plastico (PARAFILM).
1. Obtengao dos cortes:

Secdes ultrafinas (50-90 nm) incluidas em LR White devem ser recolhidas em grades de
niquel ou ouro, cujo mesh (tamanho da grade) pode variar em fun¢do da amostra. Na maioria das
vezes indica-se o uso de grades de 300 mesh recobertas com FORMVAR.

2. Hidrata¢do e bloqueio:

Esta etapa tem como fun¢do permitir a penetragdo dos anticorpos e bloquear os

grupamentos reativos ndo especificos. Para tal, coloca-se as grades com os cortes voltados para
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baixo sobre a superficie da gota (40-50 pl) contendo a solucio de bloqueio (solugdo IGL) por um
periodo de 1 hora a temperatura de 20-25°C.

Solucao IGL: 1% BSA, 1% Tween 20, diluidos em PBS (pH 7,4).

3. Marcagdo primaria e secundaria:

Transferir diretamente da solu¢do IGL para o anticorpo primario, deixando por 1-4
horas a temperatura ambiente. O anticorpo ¢ diluido em solu¢do IGL na propor¢ao de 1:400,
utilizando uma gota de 40-50 pl. A seguir deve-se lavar a grade em dgua destilada estéril
(passando por duas gotas ou diretamente com um “piset” cuidadosamente). Remover o excesso
de agua com um papel de filtro e incubar a grade em anticorpo secundario, anticorpo-ouro ou
proteina-A-ouro (antibody-gold ou protein A-gold, diluido 1:50 em solugdo IGL) por 1-2 horas a
temperatura ambiente. Apos este periodo lavar uma vez com solucdo IGL e duas vezes em agua
destilada estéril.

4. Retirar o excesso de agua e corar as grades com acetato de uranila (5%) por 10 min. e
citrato de chumbo (0,2%) por 2 min. E importante ressaltar que este tempo funciona bem para
tecidos foliares, colmos e nddulos. Para segoes de raizes e tecidos de animais devemos dobrar o
tempo de contraste. Usando-se particulas muito pequenas de ouro deve-se omitir o citrato de
chumbo para reduzir o contraste.

Os controles devem constar de: a) soro pré-imune (tirado antes da imunizacao do
animal) ¢ o melhor controle. b) sem o anticorpo primario: permite visualizar reagdes inespecificas
com o anticorpo secundario. ¢) amostra sem o organismo alvo: controle negativo, testemunha nao

inoculada.

a. Marcacao dupla

1. para anticorpos produzidos em animais diferentes usa-se particulas de ouro de
tamanhos diferentes.

2. uso da marcagdao com proteina A-ouro para detectar o diferentes anticorpos primarios,
sendo que o ouro com tamanhos diferentes. Neste caso faz-se a incubag¢do dos anticorpos
separadamente (Titus & Becker, 1985).

3. uso de anticorpos biotinilados ¢ marcagcdo com estreptavidina-ouro para detectar o
segundo antigeno Bradley et al., (1986). Usa-se dois anticorpos produzidos em coelhos, por

exemplo; um se detecta com goat anti-rabbit-ouro e o segundo usa-se anticorpo biotinilado e
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revela-se com estreptavidina-ouro. Para que o anticorpo com ouro ndo se ligue aos dois soros
primdrios, incuba-se separadamente.

Ap6s a adicdo do anticorpo primario, lava-se e adiciona-se o anticorpo secundario
marcado com biotina diluido na solug¢ao de lavagem e incuba-se por 2 hs a temperatura ambiente.
Lava-se o slide 3 vezes e adiciona-se a estreptavidina-ouro diluida na solu¢do de lavagem de
acordo com a recomendac¢do do fabricante. Incuba-se 1 h a temperatura ambiente. Lava-se 3

vezes, cora-se e observa-se ao microscopio eletronico de transmissao.

b. Enriquecimento com prata

O deposito de prata metalica sobre as particulas de ouro, amplifica o sinal para
visualizagdo ao microscopio 6tico em seg¢des semi-finas. O principio deste método baseia-se na
incubagdo de um revelador contendo sal de prata e um agente redutor. A precipitacao da prata
metalica cobre o sitio antigénico com um denso depdsito opaco visivel ao microscopio 6tico.
Como vantagens temos: mais sensivel que a peroxidase e mais permanente que a fluorescéncia
sem os problemas de autofluorescéncia da amostra. A companhia Janssen Life Science produz
um revelador que possui vantagens aos usados anteriormente: longa vida de uso, relativamente
insensivel a qualidade da dgua, pode ser usado sob luz. O produto possui o nome de IntenSE LM
e tem sido usado com éxito em nosso laboratodrio.

- Todas as reag¢des sdo realizadas em lamina de vidro.

1. Segdes semi-finas (1um) sdo recolhidas em gota de agua em laminas de vidro cobertas
com poli-L-lisina (1%) e CrK(SO4), (0,01%) ou gelatina (1%) ou agarose (0,2%) e colocadas
para secar a 60°C.

2. As secdes sdo incubadas em tampao IGL por 1 hora a 20-25°C.

3. Lava-se com agua destilada esterilizada rapidamente e incuba-se com o anticorpo
primario entre 1 e 4 horas a 20-25°C. Novamente as secdes sdo lavadas com agua destilada
esterilizada utilizando-se um “piset” cuidadosamente. Incuba-se com solugdo IGL por 3X (5 min.
cada secdo) e lava-se com 4gua destilada estéril. Incuba-se com o anticorpo secundario (dil. 1:50
em sol. IGL) por 1-2 horas. Lava-se como anteriormente. Deixe secar e aplique o revelador de
prata (tempo médio de revelagao 9-10 min. a 22-25°C), ¢ recomendavel apds 5 min. da aplicacdo
da prata, avaliar sua reacdo ao microscopio otico. No ponto 6timo, lavar com agua e corar com

azul de toluidina (0,01%).
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4. PERSPECTIVAS DE USO

Todos as técnicas descritas acima foram testadas em nossos laboratdrios e estdo
sendo usadas nos estudos de localizacdo de bactérias diazotréficas em plantas associadas a
rizobios e plantas associadas a bactérias ditas associativas (como as do género Azospirillum) e
endofitas (4. diazotrophicus e as do género Herbaspirillum). Estes microrganismos ja foram
bem caracterizados quanto a sua ecologia, fisiologia, sobrevivéncia e competitividade. Estudos
de localizacdo s6 podem ser aplicados apds estas primeiras fases de estudo. Isto se deve
principalmente ao custo da amostra analisada e ao tempo gasto desde o preparo até a finaliza¢ao
de um estudo conclusivo. Vale ressaltar que para microrganismos que ndo apresentam nenhuma
estrutura visual que permitam a sua localiza¢do exata, o tempo gasto ainda ¢ maior.

Como citado anteriormente, a aplicagdo de técnicas imunocitoldgicas € vital para o
conhecimento das inter-relagdes solo-planta-microrganismos e etapas como as descritas neste
comunicado nao devem ser excluidas em estudos de ecologia microbiana. Sua aplicabilidade ¢
de grande valor para futuros usos de qualquer microrganismo benéfico na agricultura e deve ser

priorizada.
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