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RESUMO

de inoculantes eficientes e competitivos. Neste trabalho, o método de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent

Assay) indireto foi adaptado de modo a utilizar diretamente o extrato de noédulo, dispensando o cultivo da
bactéria e diminuindo o tempo de analise. A purificacdo do anti-soro com proteina A de Staphylococcus aureus
permitiu uma reducdo de cerca de 50% na taxa de reagdo cruzada. Foram produzidos 12 anti-soros policlonais em
coelhos, utilizando como antigeno, isolados de nédulos de caupi e estirpes de referéncia de espécies de
Bradyrhizobium. Foi determinado que a estocagem do antigeno (-20° C) diretamente na microplaca, durante uma
semana, pode ser realizada sempre que conveniente sem prejuizo para o resultado do teste de ELISA. O tamanho do
nédulo ¢é capaz de influenciar o resultado do teste e nédulos grandes apresentam reacdo mais intensa que os
pequenos (<1mm). Porém, os resultados foram confidveis de acordo com a margem de seguranca utilizada, independente
do tamanho dos nodulos. A padronizagdo adequada do método de ELISA indireto permite a tipagem de grande
quantidade de nodulos proporcionando um subsidio importante para a selecdo de inoculantes rizobianos.

ﬁ A identificacdo da estirpe de rizobio formadora do nédulo de leguminosa é uma etapa importante na sele¢@o
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ABSTRACT

USE OFINDIRECT ELISAMETHOD ON LEGUME NODULE EXTRACTS TO DETERMINE THE RATE OF
RHIZOBIALINOCULANT ESTABLISHMENT

The identification of the rhizobium strain present in a leguminous nodule is an essential step for the selection of efficient
and competitive inoculants. In this work, indirect ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) was applied on
legume nodule extracts speeding up the strain identification by eliminating bacterial isolation steps from culture media.
Anti-serum purification with Staphylococcus aureus protein A, reduced 50% of cross-reaction rate. Twelve polyclonal
anti-sera were produced in rabbits using as antigen, strains isolated from cowpea nodules and, reference strains of
Bradyrhizobium species. Storing the nodule antigens directly on the microplate during a week (-20° C) did not interfere
with the ELISA results and may be used when convenient. Nodule size influences the test results and large nodules (>1
mm) showed significantly stronger reactions than the small ones. However regardless of size, readings were reliable
according to the safety margin used. Method standardization may help on the identification of large nodule number
becoming an important subsidy for the rhizobial inoculant selection.
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INTRODUCAO

A selecdo de estirpes de rizobio eficientes tem sido
intensivamente pesquisada no Brasil, visando a
inoculagdo de espécies produtoras de graos,
leguminosas forrageiras, adubos verdes e espécies
florestais utilizadas na recuperacao de areas degradadas
(Dobereiner, 1997). Esta associacdo eficiente entre

plantas e bactérias do grupo rizébio é capaz de garantir
o crescimento da planta em condig¢des de baixa ou
nenhuma adi¢cdo de fertilizantes nitrogenados,
minimizando os custos e evitando a poluicdo causada
tanto pela producao e transporte do fertilizante quanto
pelo residuo do fertilizante no solo.

Entretanto, nem sempre a inoculagdo da cultura
resulta em aumento de produgdo. Isto ocorre porque
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freqiientemente a estirpe inoculada ndo ¢ capaz de
competir com as estirpes nativas, mais adaptadas as
condigdes edafo-climaticas locais. Sprent & Sprent
(1990) sugeriram que a colonizagéo dos sitios de infecgdo
¢ o resultado das interagdes especificas entre os
microrganismos do solo ¢ entre a planta ¢ a estirpe de
rizobio. Desta maneira, além de ser eficiente em relagdo
a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a estirpe de rizobio a
ser utilizada como inoculante deve também ser capaz de
competir com as estirpes nativas (Evans et al., 1996).

A taxa de ocupagdo dos nddulos em condigdes de
campo ¢ um parametro importante nos estudos de
competitividade dos inoculantes. Técnicas classicas sdo
laboriosas e envolvem o isolamento da bactéria em meio
de cultura especifico, seguido da identificacdo de
caracteristicas determinadas. A construgdo de estirpes
de rizébio contendo genes “reporter” ¢ um método de
identificag@o confidvel, porém a utilizacdo de
microrganismos transgénicos em condi¢des de campo
apresenta limitagdes legais. As técnicas imunologicas
reduzem as desvantagens apresentadas pelos métodos
anteriores e podem ser utilizadas na identificagdo de
estirpes bacterianas diretamente do nddulo. Dentre as
técnicas imunoldgicas, a reacdo de aglutinacdo ¢
bastante utilizada e tem sido realizada a partir de extratos
de nddulos. Porém, resultados anteriores obtidos no
laboratério de Ecologia Microbiana Molecular da
Embrapa Agrobiologia, mostram que a leitura visual da
reacdo ¢ sujeita a erros de interpretacdo. O método de
ELISA, por outro lado, elimina a subjetividade da leitura
da reagdo pela utilizagdo de uma reagdo cromogénica,
que pode ser determinada quantitativamente através da
leitura em espectrofotometro. Este método foi utilizado
para identificagdo de estirpes de rizobio por Martensson
etal. (1984), Asanuma et al. (1985) e Evans et al. (1996).

A técnica de ELISA permite a detecc@o de pelo menos
103 células de rizobio por mL (Martensson et al., 1984)
mas a utilizagdo de soros policlonais apresenta como
principal desvantagem a ocorréncia de reagdes cruzadas,
diminuindo a confiabilidade do resultado. Técnicas de
purificacdo sdo utilizadas com sucesso na melhoria da
especificidade de anti-soros. Dentre estas, destaca-se a
utilizagdo de proteina A extraida de Staphilococcus
aureus que possui alta afinidade pelas imunoglobulinas
da classe IgG, eliminando as IgAs e IgMs responsaveis
pela resposta imunoldgica primaria, reconhecidamente
inespecifica. Esta estratégia é capaz de reduzir a
incidéncia de reagdes cruzadas (Schloter ef al., 1992;
Reisetal, 1997). Evans et al. (1996) utilizaram anti-soros
purificados com proteina A na identificagdo da estirpe
isolada do nodulo e assim, determinaram a taxa de
ocupagdo nodular do inoculante. O presente estudo teve
por objetivo otimizar o método de ELISA indireto com
anti-soros purificados com proteina A, utilizando
diretamente extrato de nddulo, eliminando-se desta
maneira, a etapa de cultivo do rizoébio.

Aplicagdo do método de Elisa ...

MATERIAL E METODOS

Produg@o de antigeno: Doze estirpes de rizobio foram
utilizadas para a produgdo dos antigenos: Nove foram
isoladas de nddulos de caupi cultivado em amostras de
solo da regido Nordeste brasileira e se mostraram
eficientes quanto a fixagdo biologica de nitrogénio:
BR3268, BR3269, BR3271,BR3272, BR3274, BR3275,
BR3276, BR3289 ¢ BR3290 e, trés sdo estirpes de
referéncia: BR33 de Bradyrhizobium japonicum, BR96
(CB1809) de B. elkanii (587) e BR2001 de
Bradyrhizobium sp. Todas as estirpes com
caracteristicas de crescimento lento foram cultivadas
em meio liquido 79 (Fred & Waksman 1928) a 28° C por 5
dias a 120 rpm, exceto a estirpe de crescimento rapido
BR3268, que foi cultivada por 3 dias. Apds o cultivo, a
suspensdo de células foi centrifugada (8000g; 10 min) e
o precipitado foi lavado duas vezes com agua estéril
(8000g; 10 min). Quando necessario, as lavagens foram
repetidas para remover o excesso de muco. O precipitado
foi ressuspendido em agua estéril (1 mL) e aquecido
(90° C; 30 min) para inativagdo dos antigenos flagelares,
lavado duas vezes com agua (8000 g; 10 min), e
ressuspendido em agua estéril (1 mL) contendo azida
sodica 0,02% (p/v). A suspensdo antigénica foi estocada
a4°C, e acada 2 semanas, azida sodica (10 mL; 2 %) foi
adicionada para evitar o crescimento de microrganismos.

Produgdo de anti-soro: Uma suspensdo da mistura
do antigeno (1 mL), adjuvante de Freund incompleto
(0,5 mL) e adjuvante de Freund completo (0,5 mL) agitada
vigorosamente até formar uma emulsdo homogénea foi
inoculada em coelhos da ragca Nova Zelandia com 90
dias de idade. A mistura foi injetada subcutaneamente
em 6 locais diferentes na regido dorsal do animal. Apos
15 dias da primeira inoculagdo, 7 inoculagdes
subcutaneas da mistura da suspensdo de antigeno (0,5
mL) com solug@o salina estéril (0,5 mL) foram realizadas
semanalmente em 2 pontos na regido dorsal. O titulo do
anti-soro foi determinado em amostras coletadas antes
da primeira, da terceira, quinta e oitava inocula¢des. Uma
semana apos a ultima inoculagéo, o sangue (50 mL) foi
coletado por pungéo cardiaca com uma seringa de vidro
(Carpenter 1975), transferido para um frasco de vidro
estéril até a formacdo do coagulo (2 h; temperatura
ambiente). O soro foi cuidadosamente aspirado com uma
pipeta Pasteur e centrifugado (600 g; 10 min; 4° C). O
coagulo foi mantido & 4° C durante a noite para que
houvesse retracdo e liberacdo do soro restante, que foi
também coletado. Os anti-soros foram aquecidos a 59°
C por 1 hora e estocados (—20° C) em aliquotas de 4 ml
(Reis, 1997). Para a sua utilizagdo a aliquota era retirada
do estoque e adicionava-se azida sddica para que se
obtivesse uma concentragao final de 0,02% e mantinha-
se a4° C. O titulo de cada anti-soro foi determinado por
dilui¢Ges seriadas de 1/100 a 1/51200.

Purificagdo do anti-soro: Foram utilizadas colunas
de agarose com proteina A de Staphilococcus aureus
da Merck (Afigela) contendo 0,2 mL de agarose-proteina
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A para os anti-soros BR33, BR96, BR2001, BR3271,
BR3289 ¢ BR3290 e, colunas da Pharmacia (HiTrapa)
contendo 1 mL de agarose-proteina A para os anti-soros
BR3268,BR3269, BR3272, BR3274, BR3275 ¢ BR3276.
Os anti-soros foram purificados de acordo com as
instrugdes dos fabricantes das colunas. Os anti-soros
purificados foram titulados utilizando diluigdes seriadas
de 1/52a1/3200.

Obtencdo dos nodulos de caupi: Sementes de caupi,
desinfestadas superficialmente com etanol (70%) e
hipoclorito de sddio, foram semeadas em vasos de
Leonard (Vincent, 1982) contendo areia e vermiculita
(3:1). As estirpes de rizobio foram cultivadas em meio
liquido 79 (descrito anteriormente). Sete dias apos o
plantio (dap), as plantas foram inoculadas com as células
em suspensdo no meio de cultura (2mL). Solugdo
nutritiva isenta de nitrogénio (Vincent, 1970) foi
adicionada semanalmente aos vasos (250 mL). Aos 43
dap, as plantas foram coletadas, os n6dulos separados
das raizes e estocados desidratados em silica gel até o
momento da analise.

Preparagdo do antigeno nodular para a reagdo de
ELISA: Os nodulos foram rehidratados em agua estéril
(30 min; temperatura ambiente). Cada nédulo foi
colocado em um microtubo. O extrato de ndédulo foi
obtido através de dois procedimentos: (1) os nddulos
foram macerados com bastdo de vidro ou (2) esmagados
com auxilio de uma pinga (método direto). Os extratos
obtidos foram utilizados como antigeno para o teste de
ELISA.

Preparagdo do antigeno bacteriano para a reacdo de
ELISA: Os isolados de rizdbio e as estirpes de referéncia
foram cultivados como ja descrito. Apos o crescimento,
o meio de cultura foi centrifugado (20 min; 8000 g; 4° C),
o sobrenadante descartado e as células lavadas trés
vezes com agua estéril e ressuspendidas em agua estéril
(2 mL). A densidade otica da suspensdo de células foi
ajustada para 1,0 (540 nm), cerca de 108 células por mL.
As amostras foram estocadas a 4° C apods adig¢do de
azida sodica (10ml; 2%).

Teste de ELISA: O teste foi realizado em microplacas
(96 pogos) de acordo com Reis et al. (1997). Poli-L-lisina,
Sigma cat. n. P8920 (50 ml.pogo™; 0,001%) foi adicionada
a cada pogo, a placa foi incubada (20 min; temperatura
ambiente) e cada pogo lavado com 200 ml de TBS (tris-
HCIl, 10 mM; NacCl, 0,15 M; pH 7,3). O antigeno (50
ml.pogo™), descrito anteriormente, foi adicionado a placa
que foi incubada (37° C; 30 min) e lavada com TBS (200
ml.pogo). Nesta etapa, foi testada a interrupgdo da
reacdo através do que foi denominado estocagem do
antigeno, mantendo-se a placa a —20° C durante 1
semana. Em seguida a adi¢@o do antigeno, foi adicionada
solucdo de bloqueio (soro albumina bovina 3%, em TBS;
100 ml.pogo™) e a placa incubada (37° C; 30 min). O
excesso da solucdo de bloqueio foi retirado ¢ o anti-
soro diluido foi adicionado a placa (50 ml.pogo™) que
foi incubada a 37° C por 30 min. O excesso de anti-soro
foi retirado e a placa foi lavada 3 vezes com solucdo de
lavagem (leite em po6 desnatado, 0,5%, tween-20 0,05%;
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200 ml.pogo™'). Anticorpo secundario (anti-
imunoglobulina de coelho conjugada com fosfatase
alcalina; 50 ml.poco™) foi adicionado (37° C; 60 min),
seguido de remogao do excesso de anticorpo secundario
e lavagem da placa por 5 vezes com solugéo de lavagem
(200 ml.pogo™). O substrato da fosfatase alcalina (p-
nitrofenilfosfato; 100 ml.pogo™') foi adicionado (30 min;
temperatura ambiente; no escuro). A leitura da cor da
reacdo foi realizada a 405 nm em espectrofotdometro
Labsystem Multiskan Plus.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Efeito da estocagem da microplaca ap6s adicio do
antigeno

A estocagem das placas a —20" C por uma semana
apos a adi¢do do antigeno resultou em aumento
significativo das leituras tanto de reagdes positivas
como negativas. A estocagem pode facilitar a avalia¢do
de um grande nimero de amostras, reduzindo o tempo
despendido nas etapas iniciais. Apesar de Asanuma et
al. (1985) concluirem que esta pratica pode afetar o
resultado final, nas condi¢des descritas neste trabalho,
a estocagem ndo alterou a identificacdo de reacdes
positivas e negativas (Tabela 1).

Tabela 1- Efeito da estocagem no teste de ELISA realizado
com o anti-soro BR33. Os valores representam
as leituras da densidade 6tica (D.O.)

Estocagem a —20° C
(D.O. + des.pad.)

Controle

Tipo de reagio (D.O. + des.pad.)

positiva 0,61 £ 0,08 0,73 £ 0,07

negativa 0,00+ 0,00 0,03 +0,03

Des.pad.: desvio padrao

2. Efeito do tamanho do nédulo

As respostas de ELISA foram determinadas para 2
grupos de nodulos com tamanhos diferentes: nodulos
maiores ou menores do que 1 mm. A intensidade da
reacdo de ELISA para o grupo de nédulos maiores foi
significativamente maior do que a reacdo observada para
o grupo de ndédulos menores (Figura 1). Provavelmente,
ndédulos jovens apresentam uma quantidade de
bacterdides baixa o que acarreta em uma menor
quantidade de antigenos disponiveis na placa
reconhecidos pelo anti-soro. Estes resultados indicam
que o tamanho do nodulo pode afetar o resultado do
teste de ELISA. Neste caso, a determinagao do valor de
leitura minimo a ser considerado como reagao positiva ¢
fundamental garantindo uma margem de seguranca da
leitura. Asanuma et al. (1985) recomendaram uma margem
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de seguranca do dobro da leitura do controle negativo,
enquanto Olsen et al. (1994) sugeriram 15% do controle
positivo. Evans et al. (1996) classificaram as reagdes de
acordo com a distribuigdo normal. Neste trabalho, foi
adotada como margem de seguranga de leitura, 25 % do
valor do controle positivo. De acordo com este critério as
reagdes com nodulos pequenos, mesmo com menor

Aplicagdo do método de Elisa ...

intensidade, foram consideradas positivas (Figura 1).
Asanuma et al. (1985) ndo encontraram diferenga, em teste
de reagdo de aglutinagdo, entre ndédulos pequenos (1-3
mm) e grandes (4-6 mm). A diferencga entre os resultados
pode ser conseqiiéncia do tamanho dos nédulos. Ao
contrario de Asanuma et al. (1985), neste trabalho foram
utilizados também nodulos menores do que 1 mm.
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Figura 1- Efeito do tamanho do nédulo na reagdo de ELISA. Nodulos de caupi formados pela estirpe BR3276 de

Bradyrhizobium sp.

3. Efeito da preparacio do antigeno nodular

O extrato produzido a partir da maceragdo dos
nédulos com bastdo de vidro forma uma suspensédo
turva variando de marrom claro a branco ¢ uma
suspensdo branca, quando os nddulos foram
esmagados com uma pinga (método direto). Nao houve
diferenga significativa entre os resultados positivos ¢
negativos obtidos para ambas as preparagdes (Tabela
2). A maceracdo produziu leituras com desvio padrdo
menor do que o método direto, sugerindo uma melhor
homogeneizagdo da amostra e aumentando a precisao
do teste.

Tabela 2 - Efeito da preparacdo do extrato de nodulos
(BR33 e BR96) no teste de ELISA. Os valores
representam as leituras da densidade otica

(D.0)).

Preparacéo do extrato de nodulo

Estirpe Maceracio Método Direto
(D.O. + des.pad.) (D.O.=* des.pad.)

BR33*! 0,73 £0,09 0,68 £ 0,23

BR96*2 1,00 £ 0,13 1,00 £ 0,20

*1 8 repetigdes. *? 12 repetigdes; des.pad.: desvio padrdo

4. Diferenciacdo entre a reacio do anti-soro com
antigenos de suspensio bacteriana e antigenos
nodulares

A curva de titula¢do do anti-soro BR3276 bruto e
purificado usando-se antigeno bacteriano e nodular foi
semelhante as obtidas para os anti-soros brutos e
purificados BR3269, BR3272, BR3274, BR3275¢ BR33 ¢
para o anti-soro BR3271 bruto (Figura 2). Neste tipo de
curva de titulagdo, os titulos foram altos o que
caracterizou uma alta quantidade de imunoglobulinas.
Por outro lado, os anti-soros BR3268, BR3290, BR96 ¢
BR2001 brutos e purificados, assim como o anti-soro
BR3271 purificado, apresentaram curvas de titulagdo
semelhante ao anti-soro BR3289 (Figura 3), com titulo
baixo caracteristica de soros com baixa quantidade de
imunoglobulinas. Os titulos dos anti-soros nas reagdes
com as células bacterianas ou com os extratos nodulares
variaram de 1/100 a 1/12800. A leitura média de D.O.(405
nm) foi igual a 1,13 quando foram usadas células
bacterianas e a 0,66 com os extratos nodulares. A reducdo
nos valores de D.O. com o antigeno nodular deve ser
conseqiiéncia da presenga de material de origem vegetal,
neste antigeno, ocupando sitios de ligag@o na superficie
da microplaca, diminuindo sensivelmente a intensidade
da reacdo do anti-soro contra antigeno bacteriano.
Resultados similares foram descritos por Somasegaram
etal. (1983) e por Asanuma et al. (1985), que utilizando
reacdes de aglutinagdo encontraram redugao das reagoes
com antigenos de nédulo se comparadas com reagdes
com células bacterianas de 2 a 6 vezes e de 2 a 3 vezes,
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respectivamente. Neste trabalho foi observada uma
redugdo de 40% quando se utilizou o antigeno nodular.
Bosch et al. 1989 sugeriram que a redugdo na resposta
com antigeno de nddulo foi decorrente da diferenca entre
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a composicdo dos antigenos da superficie celular das
bactérias de vida livre (antigenos utilizados na
inoculag@o) e dos bacterdides.

2 —o— célula 3 —o— célula
ELS —e—nédulo £ 272 e nédulo
s |l e 8 s | e
s 1 \ = L \ \ \ \ \?
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Figura 2 - Titulagdo do antissoro BR3276 bruto (2a) e purificado (2b) usando extrato de nodulo e suspensao de
células bacterianas como antigeno.Os marcadores maiores representam as dilui¢des ideais do antissoro

para cada antigeno (reacdo homologa).
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Figura 3 - Titulacdo do antissoro BR3289 bruto (3a) e purificado (3b) usando-se extrato de nédulo e suspensao de
células bacterianas como antigeno. Os marcadores maiores representam as diluigdes ideais do antissoro

para cada antigeno (reacdo homologa).

Apos a purificacdo dos anti-soros brutos com
proteina A de S. aureus, os titulos obtidos variaram de
1/10 a 1/160 quando utilizados os antigenos nodulares
(Figuras 2 e 3). Como esperado, as leituras médias de
D.O. das reagdes foram similares as das reagdes com o
soro bruto, uma vez que este pardmetro ¢ dependente
da diluigdo dos antigenos. No entanto, a purifica¢do
com proteina A determinou uma redugao no titulo dos
anti-soros, através da eliminagdo das IgA e IgM que
sdo responsaveis pela resposta inespecifica, sendo a
intensidade de reagdo dependente apenas da reagdo
especifica.

5. Reducio na taxa de reagio cruzada apo6s purificacio
do anti-soro

A tabela 3 mostra o nimero de reagdes positivas
obtidas com os anti-soros bruto ¢ purificado contra 40

estirpes isoladas de nodulos de caupi e 5 estirpes de
referéncia de rizobio. A purificagdo com proteina A
diminuiu drasticamente a quantidade de reagdes
cruzadas exceto para os anti-soros BR3269 ¢ BR3276.
Foi feita uma diferenciagio entre reagdo cruzada total e
reacdo cruzada extra grupo, onde foram excluidas as
reacdes positivas com as estirpes pertencentes ao
mesmo grupo soroldgico da estirpe usada para a
produgdo do anti-soro de acordo com Ribeiro (1999).
Para 8 dos 10 anti-soros que haviam apresentado reagdo
cruzada, a purificagdo com proteina A se mostrou
eficiente garantindo a redug@o da maior parte das
reagdes cruzadas extra grupo.

Em média a purificac@o dos anti-soros com a proteina
A reduziu em 50% o total de reagdes cruzadas (Tabela 3)
e, em quase 80% quando foram consideradas apenas as
estirpes extragrupo. A redug@o na taxa de reagao cruzada
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garante para a maioria dos anti-soros, maior
confiabilidade para a determinag¢do do sorogrupo
diretamente do nddulo de leguminosa.

O teste de ELISA com soros policlonais purificados
utilizado na identificag@o da estirpe de rizobio formadora
de nodulo ¢ capaz de fornecer resultados mais rapidos e
seguro dos que os obtidos por meio de reagdes de
imunoaglutinacdo. Apesar de ser uma técnica mais
complexa, o custo para a identifica¢do de um isolado ¢é
relativamente baixo (cerca de US$ 0,20), apresentando
uma relagdo custo/beneficio atrativa mesmo quando

Aplicagdo do método de Elisa ...

comparada com o método para identificagdo da bactéria
em meio de cultura (cerca de US$ 0,15). Além do custo
acessivel, 0 método proposto possibilita a tipagem de
um grande nimero de nodulos, situagdo comum em
estudos com sele¢do de inoculantes. A purificagdo do
anti-soro com proteina A de S. aureus, reduz em pelo
menos 50% a taxa de reagdo cruzada o que aumenta a
confiabilidade do resultado. O sucesso da identifica¢do
depende do estabelecimento das condigdes especificas
para cada anti-soro ¢ da padronizacdo rigorosa das
condigdes de execugdo do teste.

Tabela 3 - Taxa de reducdo de reacdo cruzada obtida ap6s a purifica¢do do anti-soro com proteina A de S. aureus.

'Grupo sorologico determinado por Ribeiro (1999); ? Exclusdo das reagdes cruzadas com estirpes
pertencentes a0 mesmo grupo sorologico da estirpe utilizada para produzir o anti-soro.
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