UTILIZAGAO DA TECNICA DE ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) NO MONITORAMENTO
DA BACTERIA Azospirillum brasilense sp 245 EM TRIGO

A ocorréncia da fixacdo biol6gica do nitrogénio atmos-
férico em quantidade significativa € economicamente vantajo-
sa € de amplo conhecimento em leguminosas. No entanto,
em gramineas, a associa¢do entre as bactérias diazotroficas
(responséveis pela fixagdo biologica) e as plantas nio produz
os mesmos efeitos. Provavelmente a principal causa seja a
falta de uma estrutura na raiz capaz de abrigar o microorga-
nismo. Objetivando testar a viabilidade da utilizagdo da téc-
nica de ELISA no diagno6stico e quantificacdo de bactérias
no solo ou nas raizes, estudou-se 0 comportamento da bacté-
ria Azospirillum brasilense sp 245 durante o ciclo vegetativo
do trigo BR-10. Essa técnica tem como principio uma reagio
imunol6gica entre bactéria € anticorpo, o qual € produzido
a partir de antigenos presentes na propria bactéria. O expe-
rimento foi conduzido. em vasos, em casa de vegetagdo, utili-
zando como substrato um solo tipico de cerrado (Latossolo
Vermelho-Escuro; pH= 4,9; m.o.= 3,87%; muito argiloso).
Os tratamentos foram: adubacdo nitrogenada (0 e 20 kg
N/ha) e inoculagdo com a bactéria A. brasilense sp 245 (0 e
1,10 células/ml, 50 ml/vaso), com 3 repeti¢des. O anticorpo
foi produzido no Laboratério de Biologia Molecular do
CNPMS, através da imunizagdo de coelhos. Foram realiza-
das 7 amostragens de raizes, em intervalos aproximados de
7 dias, sendo a primeira aos 14 dias ap6s a semeadura € a
Gltima aos 73 dias (estddio de maturacio fisiol6gica). As rai-
zes foram maceradas, diluidas em tampéo apropriado, filtra-
das e a solugdo resultante foi submetida ao teste de ELISA.
A quantificagdo da bactéria através da aplicagdo do teste
de ELISA em raizes de trigo, nos diferentes tratamentos, é
apresentada na Figura 34. Como pode ser observado, o tes-
te mostrou que, aos 28 dias ap6s a semeadura, hou-
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FIGURA 34. Quantificagiio da bactéria Azospirillum brasilense sp 245
em rafzes de plantas de trigo através do teste de ELISA,
cultivadas em solo de cerrado submetido a tratamentos
de inoculagdo e adubagio nitrogenada. Valores em absor-
béncia a 405 nandmetros. CNPMS, Sete Lagoas, MG, 1992
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ve uma proliferagdo significativamente maior nos dois trata-
mentos inoculados. Ap6s os 28 dias, houve uma diminui¢do
do nimero de bactérias nesses tratametnos € um aumento
nos demais, aos 35, 44 e 51 dias ap6s o plantio, mesmo na-
queles em que ndo houve inoculagdo com a bactéria. Esse
aumento pode ser devido 2 reagdo ndo especifica do anticor-
po com outras estirpes de A. brasilense presentes no soio
ou devido a contaminac¢do com a estirpe sp 245 nesses trata-
mentos. A adubagdo nitrogenada, conforme indica a Figura
34, parece ndo ter exercido efeito na proliferagdo da bacté-
ria. O teste de ELISA demonstrou ser eficaz no monitora-
mento da bactéria no solo, sendo que maiores estudos devem
ser conduzidos, a fim de melhorar a precisdo da reagdo bac-
téria-anticorpo. Quanto 2 presenga da bactéria nas raizes
de trigo durante o ciclo vegetativo, esta se mostrou bastan-
te varidvel, indicando também a necessidade de conhecer
melhor o processo de coloniza¢do ¢ atividades dessas bacté-
rias na rizosfera. - Cldudio Brondani, Edilson Paiva.

ANALISE DE RFLP EM CULTURA DE CALOS DE MI-
LHO (Zea mays L.) E SUAS PLANTAS REGENERADAS.

RFLP € uma técnica de biologia molecular que ja vem
sendo usada na medicina como marcador molecular, tendo
também um grande potencial na 4rea de melhoramento ve-
getal e na produgdo de conhecimentos basicos sobre a trans-
missdo do material genético. Na 4rea vegetal, o uso de
RFLP oferece uma alternativa para problemas especificos
que antes nido eram solucionados pelas técnicas genéticas
convencionais.

A metodologia de RFLP baseia-se no fato de que dife-
rengas genotipicas entre dois individuos podem ser visualiza-
das através de comparagdo do tamanho de fragmento de
DNA, obtidos por digestdo com enzimas de restri¢do. Os frag-
mentos produzidos sdo separados por eletroforese em géis
de agarose, de acordo com os seus tamanhos. Em genomas
complexos, cujo nimero de fragmentos € muito grande, for-
ma-se entao um rastro continuo na gel, impossibilitando dis-
tinguir fragmentos individuais. Por isso, os fragmentos de
DNA séo transferidos para uma matriz s6lida, como menbra-
nas de nylon ou nitrocelulose. Nessa matriz, os fragmentos
sdo visualizados através de técnicas de hibridaciio, onde se
utihzam como sonda seqiiéncias de DNA, marcadas com ele-
meitos radioativos, como P32, ou a frio, por sistemas imuno-
l6gicos (digoxigenina). As diferengas obtidas nos padroes de
hibrida¢do sdo resultado da diferenga nas sequéncias de
DNA entre os individuos.

Uma aplicagdo de RFLP ¢ a detecgido de variagdes so-
maclonais, que podem ser definidas como desvios genotipi-
cos que ocorrem em plantas que tenham, em algum estddio,
passado por um periodo em cultura de tecidos. A variagio



