Especificidade de Anti-soro Policlonal a Leifsonia xyli subsp. xyli

Josil B. Carneiro Jr!, Silvaldo F. da Silveira?, Gong¢alo A. de Souza Filho?, Fabio L. Olivares*
& Eder A. Giglioti®

"Laboratorio de Fitopatologia, Campus Dr. Leonel Miranda, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, CEP 28000-138,
Campos dos Goytagazes, RJ, e-mail: josilsan@aol.com; 2Laboratério de Protecdo de Plantas (CCTA), Laboratorio de
Biotecnologia (CBB), “Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (CBB), Universidade Estadual do Norte Fluminense,
CEP 28013-620, Campos dos Goytagazes, RJ, SLaboratério de Fitopatologia Molecular e Engenharia Genética,
Universidade Federal de Sao Carlos, Araras, SP, CEP 13600-970

(Aceito para publicagdo em 14/11/2003)

Autor para correspondéncia: Josil de Barros Carneiro Junior

CARNEIRO, J.B., SILVEIRA, S.F,, DE SOUZA FILHO, GA., OLIVARES, F.L. & GIGLIOTI, E.A. Especificidade de anti-soro policlonal a

Leifsonia xyli subsp. xyli. Fitopatologia Brasileira 29:614-619. 2004.

RESUMO

Detectar a presenca da bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli
em material de propagacdo da cana-de-agtcar (Saccharum sp.) é
importante para direcionar o controle do raquitismo-da-soqueira.
Neste trabalho, objetivou-se produzir anticorpo policlonal especifico
contra Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx), visando utiliza-lo em método
soroldgico para deteccdo do patdégeno. Para isso, o antigeno foi
preparado a partir de células intactas, apos lavagem por centrifugacdo
de cultura-pura em tampao fosfato salino 0,01 M (PBS) e dialise
em glutaraldeido 2% em PBS. O plano de imuniza¢do em coelho
consistiu de duas injegdes intramusculares da mistura 1:1 do antigeno
com adjuvante Freund (completo e incompleto, a intervalos de 21
dias) e duas injecdes subcutineas do antigeno puro, a intervalos de
dez dias. O anti-soro foi testado pelo método de Dot Blot com

revelagdo por peroxidase para se determinar: (i) titulo do anticorpo
e (ii) reacdo contra Lxx, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria e
bactérias endofiticas de cana-de-agucar (Azospirillum brasilense,
A. lipoferum, Herbaspirillum rubrisubalbicans, H. seropedicae ¢
Gluconacetobacter diazotrophicus). A maior diluicdo analisada do
anti-soro 1:20.000 mostrou reagdo fortemente positiva e especifica
contra Lxx ¢ auséncia de reagdo contra as demais bactérias. A
purificacdo da fragdo IgG (Imunoglobulina G) nio resultou em
melhoria na reatividade e especificidade do anti-soro. Estimou-se
o nivel de detecgdo do método a partir de suspensdo bacteriana
em 2x10° células/ml.

Palavras-chave adicionais: sorologia, dot-blot, raquitismo
da soqueira, Saccharum sp.

ABSTRACT

Policlonal antiserum specifity against Leifsonia xyli subsp. xyli

To detect the presence of the bacterium Leifsonia xyli
subsp. xyli (Lxx) in propagation material is important for the control
of the ratoon stunting disease. The objective of this work was to
improve a serological method for detection of the pathogen and to
evaluate the policlonal antiserum specificity produced against Lxx.
The antigen was prepared by resuspending pure culture in PBS and
dialyzing it in glutaraldehyde 2% in PBS. The immunization schedule
in rabbit constituted of two intramuscularly injections of 1:1 mixture
of the antigen: Freund adjuvant (complete and incomplete, with
interval of 21 days) and two subcutaneous injections of the antigen,

with ten-day intervals. The antiserum was tested by Dot Blot and
revealed by peroxidase to determine: (i) title of the antibody, (ii)
reaction and specificity against Lxx, Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria and endophytic sugarcane (Saccharum sp.)
bacteria (Azospirillum brasilense, A. lipoferum, Hebaspirillum
rubrisubalbicans, H. seropedicae, Gluconacetobacter
diazotrophicus). The highest dilution of antiserum (1:20.000)
presented strong positive reaction and high specificity against Lxx.
The purification of the IgG fraction did not improve the antiserum
reactivity and specificity. In bacterial cell suspension the level of
detection was estimated in 2x10° cells/ml.

INTRODUCAO

A cultura da cana-de-actcar (Saccharum sp.) é a
principal atividade agricola da regido Norte Fluminense com
area plantada de 126 mil hectares e produtividade de 46 t de
colmos/ha (CIDE, 2000). Dentre os fatores que afetam
negativamente a produtividade da cana-de-acucar na regido,
podem ser citados: deficiéncia hidrica, cultivo de variedades
ultrapassadas e ocorréncia de pragas e de doencas. Das
doengas, destaca-se o raquitismo-da-soqueira da cana-de-
acucar (do inglés: Ratoon Stunting Disease - RSD), causado
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pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli - Lxx (Davis et al.,
1980, 1984; Evtushenko ef al., 2000). Esta doenca foi
constatada no Brasil pela primeira vez no municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ, por Frederico Veiga, em 1956.
Em ensaios realizados em solos de tabuleiro na regido de
Macaé-RJ, os danos causados por RSD foram estimados em
21% (em toneladas de cana por hectare) (Chagas & Matsuoka,
1988).

Leifsonia xyli subsp. xyli encontra-se classificada no
grupo corineforme, sendo gram-positiva, aerdbica,
pleomoérfica e fastidiosa. Produz in vitro colonias minusculas
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e translucidas, apos 14 dias de cultivo em meio SC - Soybean
Corn (Gillaspie et al., 1981; Cardoso, 1986). Dificuldades
para o isolamento e para o cultivo in vitro atrasaram a
identificagdo do agente etiologico da doenga (Davis et al.,
1980) e, conseqiientemente, a selegdo de genotipos de cana-
de-agucar resistentes ou tolerantes.

A falta de sintomas caracteristicos ¢ especificos foi o
principal motivo para a disseminagdo de Lxx em todas as
regides canavieiras do mundo (Cardoso, 1986). Pelo mesmo
motivo, a diagnose da doenga s6 pode ser feita pela detecgdo
do patogeno (Sanguino ef al., 1984, 1998). Para detecgdo de
Lxx por métodos soroldgicos faz-se necessaria a produgdo de
anticorpo especifico contra o patégeno. A maioria dos
trabalhos recentes que empregam sorologia para a diagnose
do RSD enfoca mais a comparag¢do de técnicas sorologicas
do que a producdo e a qualidade do anti-soro produzido
(Gillaspie, 1978; Gillaspie & Harris, 1979; Harrison & Davis,
1986, 1990; Guzman & Victoria, 1993). Até o0 momento nao
se testou a possibilidade do anti-soro purificado ou bruto reagir
contra outras bactérias endofiticas naturais da cana-de-agucar,
as quais sdo comumente encontradas colonizando raizes,
folhas e colmos (Oliveira, 2000). Neste trabalho, objetivou-
se produzir anticorpo policlonal especifico contra Lxx, avaliar
a especificidade do anti-soro produzido, em sua forma bruta
e purificada, bem como a possibilidade de haver reacdes
cruzadas com outras bactérias endofiticas naturais de cana-
de-actcar.

MATERIAL E METODOS

Cultivo da bactéria Lxx

Nos ensaios sorologicos foi utilizada cultura pura de
Lxx isolada da variedade de cana-de-ag¢ticar SP 70-1284
(Vicente Moraes, Técnico Superior da Copersucar, informagao
pessoal). Para o cultivo de Lxx foi utilizado o meio Soybean
Corn (Gillaspie et al., 1981; Cardoso, 1986), que foi preparado
em duas partes, tendo sido a primeira parte autoclavada a
121 °C/15 min e a segunda esterilizada por filtragdo. A parte
autoclavada foi constituida por 17 g de cornmeal-agar
(Gibco®), 8 g de peptona de soja (Biobras®), 4 g de 4gar
(Sigma®), 1 g de fosfato de potassio monobasico, 1 g de fosfato
de potassio dibasico, 0,2 g de sulfato de magnésio
heptahidratado, dissolvidos em 925 ml de agua destilada,
adicionando-se, ainda, 15 mg de hemina bovina (Inlab®)
(previamente dissolvida em 15 ml de solugdo 0,05 N de
NaOH). O pH desta parte do meio foi ajustado a 6,3 a 6,5
antes de autoclavar. A parte esterilizada por filtragdo foi
preparada com 1,0 g de cisteina HCI (Vetec®) e 0,5 g glicose
dissolvidas em 60 ml de agua destilada. Em seguida, ajustou-
se o pH para 6,2, e se adicionou 1 g de albumina bovina
(Sigma®).

A bactéria foi cultivada em temperatura variando de
28 - 30 °C, mantendo-se a umidade no interior da incubadora
entre 80 - 85% com bandejas d’agua, para evitar desidratagio
do meio. Coldnias de 0,1 mm de didmetro foram observadas
entre duas e trés semanas de incubacdo.
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Material bioldgico utilizado na avaliacio do anti-soro

Para avaliar a especificidade do anti-soro foi utilizada
uma cultura de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(Batista, 1947) incubada em meio DYGS (Rodrigues Neto et
al.,1986) e as bactérias endofiticas de cana-de-agtcar:
Azospirillum brasilense (Tarrand et al., 1978), Azospirillum
lipoferum (Tarrand et al., 1978), Herbaspirillum
rubrisubalbicans (Bandani et al., 1996), Herbaspirillum
seropedicae (Baldani et al., 1986) e Gluconacetobacter
diazotrophicus (Gillis et al., 1989) incubadas em meio DYGS
liquido, cedidas pelo Laboratorio de Biologia Celular e
Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense e
isoladas originalmente pela Embrapa — Agrobiologia, RJ.

Visando avaliar a capacidade de detecgdo do anti-soro
em seiva do xilema, foram coletadas amostras de colmos de
cana-de-agucar: amostra 1 - Co 421, cana-soca inoculada
com suspensao de células de Lxx em cana-planta; amostra 2 -
RB 758540, cana-soca, e amostra 3 - RB 72454, cana-soca
de campo comercial infetada, de acordo com analise realizada
pela Copersucar.

Confirmacio especifica de Leifsonia xyli subsp. xyli pela
morfologia das células, caracteristica da cultura e teste
de patogenicidade

A suspensdo bacteriana foi preparada para
microscopia, em tampdo fosfato salino (PBS = 0,01 MK, PO,
+KPO,, pH 7,0, NaCl 0,85%). A bactéria foi visualizada em
microscopio 6tico (Zeiss Azioplan®) por meio de contraste
diferencial e interdiferencial, sob aumento de 1.200 vezes
(James et al., 1994), colocando-se uma gota da suspensao
bacteriana em PBS sob parafilme e, a seguir, flutuando em
uma grade de cobre de 200 mesh, por 1 min. Decorrido este
periodo, a grade foi seca em papel filtro, sendo usado como
contraste solugdo aquosa de acido fosfotingstico 1%, por 1
min (Olivares, 1997). Apds a fixagdo, a amostra foi lavada
por trés vezes em agua destilada e deixada secar por 90 min
em papel filtro (James ef al., 1994). As células de Lxx foram
observadas ao microscopio eletronico de transmissao (ZEISS
EM 900%) no aumento de 30.000 vezes. A forma das coldnias
e o crescimento lento em meio SC foram utilizados como
critérios para a confirmacgao especifica de Lxx. Foi realizado
também um teste de patogenicidade inoculando a suspensao
bacteriana de Lxx (colonias de Lxx ressuspendidas em PBS)
através de inje¢des com 1 ml no terceiro internodio basal de
aproximadamente 50 plantas da variedade Co 421, suscetivel
ao RSD.

Producio do anti-soro

O antigeno foi preparado a partir de células intactas
de Lxx. Para isso, as colonias em meio liquido foram
centrifugadas a 10.000 rpm, durante 20 min e ressuspensas
em tampao fosfato salino (PBS). Apds nova centrifugacao e
ressuspensdo em PBS (lavagem), as células foram dialisadas
(por duas vezes) a noite (12 h) e a frio (4 °C), em solugdo de
glutaraldeido 2% (preparada em PBS) e em PBS puro,
respectivamente (Guzman & Victoria, 1993). O antigeno foi
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armazenado em freezer (-20 °C). A concentragdo do antigeno
foi ajustada para densidade otica de 0,2 de absorvancia a 600
nm, antes da inje¢do nos coelhos (ra¢a Nova Zelandia branco).
Foram aplicadas quatro inje¢des de 2 ml, sendo que na
primeira utilizou-se antigeno com adjuvante completo de
Freund (1:1) e, na segunda, adjuvante incompleto de Freund
(1:1). As duas primeiras aplicagdes foram intramusculares e
com intervalos de 21 dias. As ultimas duas injegdes foram
subcutaneas, com 2 ml de antigeno puro e com dez dias de
intervalo. Foram realizadas duas coletas de sangue, aos sete
dias ap0s a terceira e quarta injecdes. O sangue foi armazenado
em geladeira por 12 h e, posteriormente, centrifugado a 2.500
rpm, durante 15 min, para retirada do plasma (anti-soro
bruto). O anti-soro bruto foi armazenado em freezer, a -20
°C.

Purificacio da fracio IgG

O anti-soro foi purificado adicionando-se, gota a gota,
solugdo saturada de sulfato de aménia (NH,)SO, a 2/3 do
volume inicial do plasma, durante 2 h, sob agitacdo manual.
Em seguida, centrifugou-se por duas vezes consecutivas a
10.000 rpm, durante 20 min, ressuspendendo o precipitado
em PBS. A suspensao resultante foi dialisada por 48 h, a frio,
em solucdo de PBS, para remocdo do excesso de sulfato de
amonia. Em seguida, centrifugou-se a 10.000 rpm, durante
20 min, para a remogao de precipitados. O sobrenadante (IgG)
foi armazenado em freezer, a - 20 °C (Guzman & Victoria,
1993).

Reatividade do anti-soro em diferentes diluicdes

O titulo do anti-soro bruto da primeira sangria foi
determinado avaliando-se a reag¢do contra as bactérias Lxx e
X. axonopodis pv. vesicatoria (Xav). As suspensdes
bacterianas foram ajustadas para a densidade odtica de 0,2
absorbancia (600 nm) que correspondem 1 x 108 células/ml
(Guzman & Victoria, 1993). O anti-soro foi analisado nas
dilui¢des de 1:100, 1:500, 1:1.000, 1:5.000, 1:10.000,
efetuando-se o ensaio de Dot Blot. Apos a segunda sangria
determinou-se novamente o titulo, a reatividade e a
especificidade dos anti-soros purificado e bruto. Foram
testadas as dilui¢des 1:1.000, 1:5.000, 1:10.000, e 1:20.000
dos anti-soros. As suspensdes bacterianas estavam com
concentragdes diferentes (Lxx com 4 x 107 células bacterianas/
ml e Xav com 6,6 x 108 células bacterianas/ml). Foram
também utilizadas as amostras 1, 2 € 3 de seiva do xilema.
Na membrana foram aplicados 10 ul de cada amostra,
inclusive das suspensdes bacterianas.

Analise da especificidade do anti-soro

A reatividade do anti-soro bruto contra Lxx e bactérias
endofiticas da cana-de-acucar (4. brasilense, A. lipoferum,
H. rubrisubalbicans, H. seropedicae e G. diazotrophicus) foi
avaliada. As suspensdes bacterianas foram ajustadas na
densidade de 7 x 107 células bacterianas/ml para as bactérias
endofiticas e para 4 e 7 x 107 células bacterianas/ml para
Lxx. As suspensdes de Lxx foram ainda diluidas 1:10, 1:20,
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1:50, 1:100, 1:200 e 1:1.000 em PBS. Primeiramente, a
coloragdo da membrana com Ponceau (Ponceau 0,1% em
acido acético 0,5%) foi efetuada para estimar visualmente a
densidade de proteinas das amostras aplicadas na membrana.
Apos lavagem da membrana, realizou-se o ensaio de Dot Blot,
utilizando-se, para isso, anti-soro bruto diluido 20.000 vezes.

Ensaio de Dot Blot

O ensaio soroldgico foi iniciado com a hidratagdo da
membrana de nitrocelulose (Sigma®) com agua ultra-pura
(Mili-Q), por 10 min. As amostras foram aplicadas na
membrana sob vacuo. Em seguida, a membrana foi bloqueada
por 1 h em solugao tampao TS (tris base 100 mM, pH 7,4;
NaCl 1,5 M; tween 20 0,5%) com 0,3% de leite em po
desnatado, lavando-se logo apos, em solucdo tampéo TS, por
trés vezes, durante 10 min cada. A membrana foi incubada
em solugdo de anti-soro bruto (nas dilui¢des 1:1.000, 1:5.000,
1:10.000 e 1:20.000 com solugdo tampao TS com 0,1% de
leite em po) por 1 h e, novamente lavada em tampao TS, por
trés vezes, durante 10 min. Em seguida, a membrana foi
incubada por 2 h na presenga de proteina-A conjugada a
peroxidase e diluida 1:2.000 em solugao tampao TS com 0,1%
de leite em po. Foram repetidas as trés lavagens sucessivas
em tampao TS, 10 min cada, e mais uma vez por 15 min em
PBS. O processo sorologico foi finalizado no escuro,
mantendo-se a membrana por 5 min em solugdo reveladora
(tris-base 40 mM, pH 7,4, imidazol 10mM, diaminobendizina
Img/ml, peréxido de hidrogénio 0,5-1,0 ul/ml). Todo o
processo sorologico foi conduzido sob agitagdo e & temperatura
ambiente.

RESULTADOS

Confirmacio especifica de Leifsonia xyli subsp. xyli por
meio da morfologia das células, caracteristicas das culturas
e teste de patogenicidade

A forma das colonias (pequenas e translucidas), o
crescimento lento e o tamanho reduzido das células
bacterianas, bem como a forma de bacilo, irregular e
pleomorfico e a auséncia de endosporos confirma a
identificagdo do isolado utilizado (Figura 1), conforme
descricdo de Lxx (Davis et al., 1980, 1984; Evtushenko et
al., 2000). Confirmou-se a patogenicidade do isolado
utilizado, aos dez meses apds a inoculacdo, alguns colmos
apresentaram sintomas caracteristicos da doenca, tais como
colmos finos e subdesenvolvidos. Aos 25 meses foram
observadas muitas plantas subdesenvolvidas (raquiticas) ¢
através do teste sorologico de Dot Blot foi confirmada a
presenga da bactéria previamente inoculada.

Atividades do anti-soro em diferentes dilui¢des

Foi observado que o anti-soro bruto da primeira sangria
apresentou reacdo fortemente positiva e especifica a Lxx na
maior diluigdo testada (1:10.000). Foi verificada também
auséncia de reacdo cruzada contra Xav em todas as dilui¢des
do anti-soro (Figura 2).
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FIG. 1 - Leifsonia xyli susbp. xyli em solugdo aquosa de acido
fosfotungstico 1%, aumento de 30.000 x em microscopia eletronica
de transmissdo. A barra equivale a 1,0 um.

Lxx

Xav

Lxx

FIG. 2 - Determinagdo do titulo do anti-soro bruto. Observam-se as
reagdes positivas contra Leifsonia xyli susbp. xyli (Lxx) e auséncia
de reagdes contra Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav).
As diluigdes do anti-soro utilizadas foram: A = 1:100, B = 1:500,
C=1:1.000, D = 1:5.000 ¢ E = 1:10.000.

Os anti-soros purificado e bruto oriundos da segunda
sangria mostraram reacgdes positivas contra Lxx em todas as
dilui¢des testadas, observando-se reagdes cruzadas contra Xav
nas dilui¢des de 1:1.000, 1:5.000 e 1:10.000 e, praticamente,
auséncia de reagdo na diluigdo 1:20.000, tanto para anti-soro
purificado quanto para o bruto (Figura 3B).

A forte reagdo na amostra 1 indicou a presenca de Lxx,
0 que era esperado, pois a amostra foi coletada de planta
inoculada, sendo as reacdes dos anti-soros (bruto e purificado)
leves nas amostras 2 e 3. A reacdo positiva para amostra 2
ndo era esperada, por tratar-se de plantas cujas mudas foram
submetidas ao tratamento térmico. A reagdo positiva para
amostra 3 ndo surpreendeu, pois analise sorologica prévia
apresentou reacdo positiva a Lxx. A purificagdo da fracao IgG
ndo resultou em melhoria de reatividade e especificidade do
anti-soro (Figura 3B).

Pela coloragdo de Ponceau foram observadas as
maiores concentragdes de proteinas nas amostras 2, Xav, 1 e
3 e a menor concentracdo de proteina na amostra de Lxx, o
que indicou que a especificidade do anti-soro ndo esta
relacionada com maior densidade de células da bactéria-alvo
na membrana (Figura 3A).
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FIG. 3 - Andlise da especificidade do anti-soro bruto (primeira fita)
e purificado (segunda fita) a Leifsonia xyli susbp. xyli - Lxx. A -
Coloragdo de Ponceau. A menor densidade de proteinas encontra-se
nas amostras de Lxx; B - Ensaio Dot Blot: rea¢des positivas fortes
contra Lxx nas diluicdes de 1:1.000 até 1:20.000. Reagdes cruzadas
contra Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria - Xav nas dilui¢oes
1:1.000 até 1:10.000. Auséncia de reagdo na diluicdo 1:20.000 do
anti-soro contra Xav. Amostra 1 - Co 421, cana-soca tratada
termicamente a 50,5 °C por 2 h e inoculada com suspensdo bacteriana
de Lxx; Amostra 2 - RB 758540, cana-soca tratada termicamente a
50,5 °C por 2 h; Amostra 3 - RB 72454, cana-soca de campo
comercial infetado.

Analise da especificidade do anti-soro bruto e purificado

Reacdo positiva a Lxx até a diluigdo de 1:20 da
suspensdo bacteriana foi observada na membrana incubada
com anti-soro bruto (diluigdo de 1:20.000). Nao se observaram
reagdes positivas nas amostras das bactérias endofiticas
(Figura 4B). Pela colorag@o de Ponceau foi confirmado que
as amostras das bactérias endofiticas apresentavam maiores
densidades de proteinas na membrana do que as de Lxx (Figura
4A).

DISCUSSAO

O método utilizado para a obteng@o do anti-soro foi
semelhante ao relatado por Guzman & Victoria (1993), porém,
o esquema de imunizacdo (preparo do antigeno, intervalos,
nimero e modo de aplicacdo das inje¢des) foi modificado.
Neste trabalho, optou-se por determinar o titulo do anti-soro
por Dot Blot, pois sera o método utilizado na diagnose
rotineira de RSD. Assim, as reagdes fortemente positivas
contra Lxx na diluicdo de 1:20.000, foram superiores as
observadas por Guzman & Victoria (1993) e Gillaspie (1978),
que obtiveram titulos de 1:2.560 e 1:1.280, utilizando a técnica
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FIG. 4 - Analise da especificidade do anti-soro bruto contra Leifsonia
xyli susbp. xyli - Lxx. A - Coloragdo de Ponceau. As densidades de
proteinas nas amostras das bactérias endofiticas foram superiores a
Lxx. B - Resultado do ensaio de Dot Blot. Reagdes positivas contra
Lxx e auséncia total de reagGes contra as bactérias endofiticas. As
amostras dispostas em linhas (letras) e colunas (nimeros), constituem:

Al, A7, Bl e B7 - Azospirillum brasilense

A2, A8, B2 e B8 - Gluconacetobacter diazotrophicus

A3, A9, B3 e B9 - 3 ¢ 9 - Herbaspirillum seropedicae

A4, A10, B4 e B10 - H. rubrisubalbicans

AS, All, BS e B11 - H. rubrisubalbicans

A6, A12, B6 e B12 - A. lipoferum

Cl a C5 - Lxx (4 x 107 células/ml)

C6 a Cl1 - Lxx (4 x 107 células/ml) suspensdo diluida 10, 20, 50,

100, 200, 1.000 vezes

C12 e D12 - solugdo tampao PBS apenas.

D1 a D5 - Lxx (7 x 107 células/ml) ndo diluido

D6 a D11 - Lxx (7 x 107 células/ml) suspensdo diluida 10, 20, 50,

100, 200, 1.000 vezes

de microprecipitagdo. Apesar das altera¢des realizadas no
protocolo de obtengdo do anti-soro e do método de
determinacdo do titulo resultarem maiores titulos do anti-
soro produzido, outros fatores devem ser considerados, como
por exemplo, as condigdes do animal utilizado (resposta
imunogénica) (Almeida & Lima, 2001).

Quando se comparou a reatividade do anti-soro bruto
com o purificado, ndo se observou aumento da reatividade
nem da especificidade do anti-soro purificado em relagdo ao
anti-soro bruto. A purifica¢do do anti-soro é necessaria na
técnica de imunofluorescéncia direta (Guzman & Victoria,
1993), pois a fracdo IgG deve ser conjugada ao pigmento
fluorescente (isotiocianato de fluoresceina), o qual pode
conjugar-se com contaminantes (proteinas séricas soluveis,
lipidios e albuminas) presentes no anti-soro bruto (Almeida
& Lima, 2001). Para os ensaios de Dot Blot, a purificagdo do
anti-soro bruto deve ser descartada, pois se utilizam dois anti-
soros, um especifico contra Lxx, produzido em coelho, ¢ o
outro, reativo contra IgG de coelho, que ¢ conjugado a enzima
reveladora (neste trabalho, proteina A ligada a peroxidase).

Os resultados do ensaio de Dot Blot para avaliar a
especificidade mostraram que o anti-soro bruto ¢ altamente
especifico, pois foi testado contra cinco das sete bactérias
diazotrodficas ja descritas em cana-de-aglcar e ndo apresentou
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reacdo cruzada. O nivel de deteccdo do método de Dot Blot
foi estimado em 2 x 10° células bacterianas/ml utilizando-se
anti-soro bruto, corroborando resultados de literatura
(Harrison & Davis, 1990). Contudo, ¢ uma técnica pouco
sensivel comparada a imunofluorescéncia e ao PCR, que
detectam em torno de 103 a 10* células bacterianas/
ml.Todavia, a técnica de Dot Blot apresenta vantagens como
rapidez, simplicidade e ndo necessita de equipamentos mais
sofisticados, como microscopio de epifluorescéncia ou
termocicladores, facilitando, assim, seu uso em laboratérios
para diagnose rotineira do RSD. Ademais, a técnica ¢é
suficientemente sensivel para orientar a necessidade do
tratamento térmico do material propagativo, no caso de
variedades suscetiveis ¢ intolerantes ao RSD.

O método utilizado mostrou-se eficiente, simples e
rapido para a producdo de anti-soro policlonal, possibilitando
a obtengdo de um anti-soro altamente reativo e especifico e
ndo necessitando da purificagdo do anti-soro bruto. A produgao
do anti-soro especifico contra Lxx permitiu a implementagdo
de técnicas de diagnose do RSD na regido, o que possibilitara
novas pesquisas na busca do controle do RSD.
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