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Producéo de anti-soro para o virus do mosaico da abobora
mediante imunizacéo oral de coelhos!

Production of antiserum specific to Squash mosaic virus by
rabbit oral immunization
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Resumo - Plantas de meloeiro (Cucumis melo) ‘Hy Mark’ foram utilizedas para a propagacao do virus do mosaico da
abdbora (Squash mosaic virus, SqM V), familiaComoviridag, género Comovirus, em condi¢des de casade vegetacéo. O
virusfoi purificado a partir das plantas infetadas e a preparagéo viral, purificada na concentragdo de 10,00 mg/ml, em
solucdo salina0,15 M, foi usada paraimunizac&o de coelho por viaora. Dez dosesde 1,0 ml cadaforam administradas
diariamente, em duas etapas. Outro coelho foi imunizado de forma semelhante, com extrato de folhas infetadas com o
SgMV. Osextratosforam preparados em solucéo salina 0,15 M naproporcdo 1:1 eclarificados por centrifugacéo, sendo
0 sobrenadante usado naimunizaggo oral. Os anti-soros obtidosforam avaliados por dupladifusio em Agar. O anti-soro
do coelho imunizado com a preparagéo purificada reagiu com extratos de plantas infetadas pelo virus, com o titulo de
1024, sem apresentar reacdo com extratos de plantas sadias. O anti-soro obtido do coelho imunizado com o extrato de
plantainfetada apresentou titulo de 4. Os resultados obtidos confirmam aeficiénciadaimunizacdo oral naproducdo de
anti-soro para diagnose de virus de planta.

Termos para indexacdo: meloeiro, sorologia, imunologia, diagnose viral, Comovirus.

Abstract - Melon (Cucumis melo) plants ‘Hy Mark’ were used for propagation of Sguash mosaic virus (SgMV),
family Comoviridae, genus Comovirusin green house conditions. Theviruswas purified from young leaves of infected
melon plants and the purified virus preparation, in the concentration of 10.00 mg/ml, in saline solution 0.15 M, was
used for rabbit oral immunization. Ten doses of 1.0 ml each were given in two set of inoculation in two daysinterval.
Another rabbit wasimmunized by asimilar way using extracts obtained from infected melon plants. The extractswere
obtained in saline solution 0.15 M and clarified by alow speed centrifugation at 10,000 g. The obtained antiserawere
evaluated by double diffusion tests in a gar medium. The antiserum obtained from the rabbit immunized with the
purified virus preparation reacted with extracts from infected plantsin atitle of 1024 and did not present any reaction
with extracts from healthy plants. The antiserum obtained from the rabbit immunized with extracts from infected
plants presented a title of 4 with the extract from infected plant, but did not show reaction with the extracts from
healthy plants. The results confirmed the efficiency of oral immunization for production of antiserum specific to
plant viruses useful for virus diagnose.

Index terms: melon plants, serology, immunology, virus diagnoss.
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Produg&o de anti-soro para o virus do mosaico da abdbora mediante imunizagdo oral de coelhos

| ntroducao

Cultivadas em praticamente todo o0 mundo, as espé-
ciesdafamilia Cucurbitaceae est&o inseridas em aproxima-
damente 80 géneros, tendo o meloeiro (Cucumismelo L.)
uma grande importancia econdmica e socia dentro dessa
familia. Deacordo com Lopes(1991), além do valor econb-
mico e alimentar, o cultivo de cucurbitaceas tem, também,
grande importancia socia na geragdo de empregos, pois
demanda uma grande mao-de-obra desde o cultivo até a
comercidizacdo. No Brasi|, estaolericolaédegrandeimpor-
ténciaecondmica, sendo exportada para os maisimportan-
tes mercados consumidores da Europa, gerando divisas
parao pais. Entre as regides produtoras, destaca-se o Nor-
deste brasileiro, o qual apresenta grande potencial de pro-
ducéo devido as condic¢des edafo-climéticasfavoraveis. No
entanto, esta cultura que apresenta larga e crescente ex-
pressdo econdmica para a agricultura irrigada em véarios
estados do Nordeste pode ser naturalmente infetada por
mais de 20 espécies de virus, sendo maisimportantes, den-
tre osidentificados no Brasil, 0s pertencentes as seguintes
familias e géneros: familia Bromoviridae, género
Cucumovirus, virus do mosaico do pepino (Cucumber
mosaic virus, CMV) (Costa et al.; 1972); familia
Comoviridae, género Comovirus: virus do mosaico daabo-
bora (Squash mosaic virus, SqMV) (Limae Amaral, 1985;
Mouraet a.; 2001); familia Potyviridae, género Potyvirus:
estirpe melancia do virus da mancha anelar do mamoeiro
(Papaya ringspot virus, type Watermelon, PRSV-W)
(Rezende e Pacheco, 1997; Oliveiraet al.; 2000; Mouraetal.;
2001); virus do mosaico da melancia (Watermelon mosaic
virus, WMV) (S4eKitajima, 1991; Oliveiraet a.; 2000) e
virus do mosaico amarelo do zucchini (Zucchini yellow
mosaicvirus, ZY MV) (Vegaet a.; 1995; Oliveiraet a.; 2000;
Moura et a.; 2001). O SgQMV é transmitido por algumas
espécies de insetos, bem como por sementes, sendo a
indexacdo sorol Ggica das sementes uma importante estra-
tégiaparaseu controle (Limae Amaral, 1985).

A identificagdo corretados virus éimportante parao
estabelecimento de estratégias, visando ao seu controle.
Vériassdo asformas parase chegar aum diagndéstico correto
e definitivo paraumadoencgaocasionadapor virus. Osméto-
dos sorolgicos sdo, atualmente, as formas mais usadas na
identificacdo de virus de plantas. A maior limitagdo parao
uso das técnicas sorol6gicas na diagnose de viroses vege-
taisreside nadificuldade de se dispor de anti-soros especifi-
cos paraosvirus. A producdo de anti-soro de boa qualidade
requer umaboa preparacdo viral purificadaparaser usadana
imunizacdo de coelhos. A purificacdo quimicadosviruséum
processo caro e complicado, envolvendo muitos estégios
desde a multiplicacdo do virus em casa de vegetacdo até
diferentes tipos de tratamento quimicos e centrifugagcdes
diferenciais(Walkey, 1985). Osviruspodem ser perdidosdu-
rante o processo de purificagdo ou purificados em concen-
tragBes insuficientes paraimunizac&o do coelho.

O sucesso na produgdo de anti-soros para virus de
plantaem diferenteslaboratorios de pesquisa, inclusive no

Laboratorio de Virologia Vegetal da Universidade Federa
do Ceard, vem superando as dificuldades encontradas na
diagnose de viroses vegetais. Os esguemas de imunizagdo
de coelhos para producgéo de anti-soros sdo extremamente
varidveiseo Laboratério de Virologia Vegetal daUFC vem
procurando adaptar o processo de imunizagéo oral de coe-
Ihos com extrato de plantas infetadas ou com purificagbes
virais parcialmente purificadas (Almeidae Lima, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia da imunizagéo de coelhos por via oral, como
forma alternativa para a produgdo de anti-soro policlonal
contraSqM V.

Material e M éodos

Napurificacdo parcial dovirus, afontede SQMV usa
da foi mantida em casa de vegetacdo do Laboratério de
VirologiaVegeta daUFC. O virusfoi parcid mente purificado
apartir defolhasdemeloeiro hibridoHY-MARK (Figural),
através do processo de clarificacdo com n-butanol e precipi-
tac8o das particulasviraiscom polietilenoglicol 6.000 (PEG).

Figural - Folhasdemeloeiro (Cucumismel o) exibindo sinto-
mas tipicos de infecgdo pelo Squash mosaic virus (SgMV).

A purificagdo quimicado SqgMV foi realizadasegun-
dooroteiro smplesutilizado por Limae Amara (1985). Pro-
cedeu-se aextragdo do virusapartir detecido infetado com
cerca de 30 dias apds a inoculagdo. Todo material foi
macerado na presencade tampéo fosfato de potéssio 0,1 M
pH 7,5; na proporcdo de 1:2 (pl/v), acrescido de sulfito de
sodio na proporcéo de 0,5%. ApOs a maceracao, o extrato
obtidofoi filtrado em gaze duplae submetido aumaclarifi-
cac&o com 8% de n-butanol, sob agitagéo lenta e constante
por aproximadamente 8 horas. Em seguida, a mistura foi
submetidaaumacentrifugacdo de 10.000 g, durante 10 min,
em centrifuga Sorvall RC-513. Ao sobrenadante, foram adi-
cionados 8% de polietilenoglicol-6000 (PEG) e4% decloreto
de sodio (NaCl) homogenei zados em agitacdo lentae cons-
tante, por um periodo de 1 hora. A misturafoi submetidaa
umanovacentrifugagéo de 10.000 g, por 10 minutos, paraa
precipitacdo do virus, quefoi ressuspendido em tampé&o de
fosfato 0,02 M pH 8,2, passando por umaagitacdo de 30 min,
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seguidade umacentrifugagdo de 10.000 g por 10 min. Apds
cinco etapas de precipitacéo do virus com PEG, depois de
clarificago, o produto final foi usado naimunizag&o oral do
coelho. A concentragdo do virus na preparagéo final foi
avaliadaatravés do espectrofotdmetro deluz viol eta, Variant
DMS-70, com faixa de comprimento de onda de 240 a
320 nm. A infectividade do virus foi avaliada através da
inocul acdo mecanicaem plantas de mel oeiro sadias.

Umaaliquotade 100 pl do virus purificado foi mistu-
rada com 900 pl de solugdo salina 0,15 M e a mistura foi
usada para imunizagdo de coelho da raca Nova Zelandia
Branca, por viaoral. Como formaalternativa, 1 g defolha
infetada com SgMV foi macerado na presencade 1 ml de
solucéo salinae o extrato obtido foi utilizado naimunizacdo
oral de outro coelho.

O esguemadeimunizacdo foi de dez doses paracada
tratamento, em duas etapas de cinco dias, com intervalo de
dois dias entre as etapas. Decorridos 15 dias, foi feita a
primeira col eta de sangue para posterior fracionamento ea
clarificagéo do anti-soro.

Os anti-soros foram avaliados através de testes
sorol dgicos de dupla difusdo em Agar, para determinacao
do titulo, da qualidade e da especificidade dos anti-soros.
Ostestes de dupladifusio em Agar foram realizados usan-
do-se amostras detecidosfoliares de plantasinfetadas com
SgMV, PRSV-W, WMV e ZY MYV, bem como de plantas
sadias de meloeiro. Os extratos foram obtidos a partir da
maceracdo, em presenca de agua destilada, na proporgéo
1:2 (p/v), seguido deumafiltracio em gaze dupla. Em segui-
da, aliquotas de 100 il dos extratos foram distribuidas nos
orificios periféricos do gel de agar [0,8% de agar Noble e
1,0% de azida de sodio (NaN,)] e testados contra os anti-
soros obtidos através das imunizagdes orais dos coelhos.

Resultados e Discussao

A andlise da preparagdo viral purificada no
espectrofotémetro ultravioletarevel ou um espectro de ab-
sor¢ao tipico de virus poliédrico, com absorgdo em 280 nm
de 0,980 eem 260 nm de 1,612. A raz&o de absorbancianos
comprimentosde ondade 260 €280 nm (A, /A ;) earazéo
deabsorbénciaméximaeminima(A /A ) foramde1,645
€1,4038, respectivamente, semel hantes ao obtido por Lima
e Amaral (1985). A concentracdo viral foi estimada em
21,6 mg devirugml de preparacdo purificada. Asplantasde
mel oeiro inoculadas com o virus purificado apresentaram
sintomas tipicos de mosaico induzido pelo SgMV 10 dias
aposainoculagdo (Figural).

As aliquotas dos anti-soros recolhidos dos coe-
Ihos imunizados apresentaram reagoes nitidas, em dupla
difusdo em agar, com extratos de plantas infetadas com
SgMYV e ndo apresentaram nenhuma reagcdo com extratos
de plantas sadias (Figura 2).

O teste em dupladifusdo em agar revelou um titulo
de 1:1024 para o0 anti-soro obtido de imunizagéo oral com
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Figura 2 - Teste de dupla difusdo em agar demonstrando a
especificidade dos anti-soros obtidos para Squash mosaic
virus(SgMV) pelaimunizaggo ora de coelhos. A —anti-soro
contraSgMV purificado; B —anti-soro contraextrato demelo-
eiro (Cucumismelo) infetado com SgMV; V- Extrato deplanta
demeoeroinfetado com SQMV e S—Extrato de plantasadia.

virus purificado. De outraparte, otitulo do anti-soro obtido
atravésdaimunizagéo oral com extrato de plantasinfetadas
foi de apenas 1:4. Os testes sorol égicos realizados contra
outrosvirus que infetam cucurbitaceas (PRSV-W, WMV e
ZY MV) apresentaram resultados negativos, confirmando a
especificidade dos anti-soros parao SQMV.

Os resultados dessa pesquisa permitem confirmar a
eficiénciadaimunizacédo oral de coelhos desenvolvidaem
camundongos por Guedes et al. (2002) e adaptada para co-
elhospor Limaet al. (2001), com aproducéo de anti-soro de
qualidade paraSgMV e seu uso em diagnose laboratorial e
indexacdo de sementes. Trata-se de um método simples,
rapido e barato para produgéo de anti-soro especifico para
virus de plantas quando comparado com os métodos tradi-
cionais, que envolvem ainjecéo de animais com prepara-
¢Oes purificadas dos virus (Almeida e Lima, 2001). A rota
oral de imunizacdo € eficiente na vacinagdo de humanos,
umavez que amaioria dos patdgenos inicia o processo de
infeccdo pela mucosa oral quando da ingest&o de alimen-
tos. De acordo com Magistris (1998), o aspecto prético da
imunizagdo oral fundamenta-se no fato de se tratar de um
método natural ndo invasivo. De outra parte, pequenas
quantidades de proteinas, oralmente administradas, esca-
pam das enzimas digestivas no intestino e sdo absorvidas
como antigenosintactos (Strobel e Mowat, 1998). Por essa
razéo, estudos para aumentar a absor¢éo de antigenos e
evitar sua degradacdo sdo considerados de grande impor-
tancia(Mestecky et al.; 1997).

Conclusbes

Os resultados dessa pesguisa permitem emitir as
seguintes conclusdes sobre o processo de imunizagéo oral
de coelhos:

1- A imunizagdo oral de coelhos constitui um eficiente
meétodo paraaprodugdo de anti-soros de qualidade para
0 SgMV e seu uso em diagnose viral em condicdes de
laboratorio;
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2-A imunizagdo oral de coelhos trata-se de um método
simples, rapido e barato para produgéo de anti-soro
especifico paravirusde plantas, quando comparado com
os métodos tradicionais que envolvem ainjecéo de ani-
mais com preparacOes purificadas dos virus;

3- O aspecto prético daimunizagéo oral fundamenta-se no
fato de se tratar de um método natural ndo invasivo e
sem danos fisicos e fisiolégicos paraos animais,

4- O processo de imunizagdo oral para producdo de anti-
soros especificos para virus de planta, tem funcionado
paravirus estéveis e de elevada concentragéo nas célu-
las das plantas infectadas, como é o caso dos virus per-
tencentes a familia Comoviridae.
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