PURIFICAGAO DO VIRUS DO ENROLAMENTO-DA-FOLHA-DA-BATATA (PLRV)

PARA OBTER ANTI-SORO ESPECIFICO'

ANDRE NEPOMUCENO DUSP e PETER EDWARD THOMAS?

RESUMO - Um isolado do virus do enrolamento-da-folha-da-batata (PLRV) foi purificado se-
gundo procedimento envolvendo extragdo enzimadtica, clarificagdo com Triton X - 100, clo-
rof6rmio € butanol, precipitagdo gom PEG, centrifugagdes diferenciais e gradiente congelado de
sacarose. A preparagdo purificada foi submetida a uma centrifugagdo isopicnica em gradiente de
CsCl, estabilizada com formaldeido e injetada em coelho para produgdo de anti-soro. Este foi
avaliado por DAS-ELISA no CNPH/EMBRAPA e por diversas instituigdes publicas € privadas.
Os resultados indicam que o anti-soro produzido € especifico € adequado ao uso em sistemas de
indexacio de batata-semente e para fins de pesquisa. Este trabalho concluiu o programa de
produggo de anti-soros para diagnose de virus em batata, do CNPH/EMBRAPA, que também
conta com anti-soros para detecgdo de APMV, PVS, PVX e PVY.

Termos para indexagdo: batata-semente, soro-diagnose, ELISA.

PURIFICATION OF POTATO LEAF ROLL VIRUS (PLRV)
FOR ANTISERUM PRODUCTION

ABSTRACT - An isolate of potato leaf roll virus (PLRV) was purified through enzimatic
extraction, Triton X-100 and chioroform:butanol clarification, PEG precipitation, differential
centrifugations, freezed and thowed sucrose gradient and a CsCl isopicnic centrifugation. The
antiserum produced was tested at CNPH/EMBRAPA and at other public and private institutes.
The results showed a specific serum suitable for indexing programs as well as research. This
concludes the potato viruscs antisera production program at CNPH/EMBRAPA which also
have antisera for APMV, PVS, PVX and PVY.

Index terms: seed-potato, ELISA, Scrum diagnosis.

INTRODUCAO

O enrolamento da folha, provocado pelo vi-
rus do enrolamento-da-folha-da-batata (Potato
Leafroll Virus-PLRYV, luteovirus), ¢ uma das
principais doengas da batata no Brasil. Esta vi-
rose, juntamente com 0 mosaico, provocado pe-
lo PVY, é responsdvel pela degenerescéncia da
batata-semente. O uso de sementes certificadas,
livres de virus, é uma das abordagens no contro-
le desta virose. Para um programa de produgao
de sementes pré-bésicas oriundas de cultura de
meristemas, conforme adotado no Centro Na-
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cional de Pesquisa de Hortalicas (CNPH/
EMBRAPA), h4 necessidade de testar as matri-
zes com técnicas bastante seguras € especificas,
bem como um efetivo controle de qualidade do
processo produtivo. A sorologia por ELISA
tem sido rotineiramente empregada para este
fim em todo o mundo, inclusive no Brasil. At€ o
presente, ndo havia, no Pais, tecnologia dis-
ponivel para produgdo deste anti-soro. Os pro-
gramas nacionais dependiam da importagdo de
anti-soros comerciais, muitas vezes dispendiosa
e demorada.

O CNPH j4 contava com tecnologia disponi-
vel para a produgdo de anti-soros contra outras
viroses de importancia econdmica em batata,
como 0 APMV, PVS, PVX e PVY (Dusi 1990).

Com referéncia ao PLRV, os primeiros tra-
balhos foram iniciados no CNPH/EMBRAPA
com suporte do CIP, Agriculture Canada, Uni-
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versidade de Wageningen € outras instituigdes,
compreendendo diversas etapas em capacitagdo
do quadro do CNPH e apoio financeiro (Dusi
& Avila 1990).

O objetivo deste trabalho foi produzir um
anti-soro especifico ao PLRV para completar o
sistema de indexagdo por ELISA, em uso no
CNPH/EMBRAPA, sem a dependéncia da im-
portagao deste insumo.

MATERIAL E METODOS

O procedimento de purificagdo segue basicamente
0 adotado por Hassan & Thomas (1989) para o lu-
teovirus “Tomato Yellow Top Virus”, com algumas
modificagées, como a seguir.

Plantas de Datura stramonium com duas folhas
verdadeiras foram infectadas com o virus do enrola-
mento-da-folha-da-batata (PLRV) por afideos. Ap6s
a inoculagdo do virus, as plantas foram mantidas em
casa de vegetagdo com temperatura controlada entre
18 € 259C. Cerca de 20 dias apés a inoculaggo do vi-
rus, quando foram notados os primeiros sintomas de
infecgho, as plantas (folhas, hastes e raizes) foram tri-
turadas em dois volumes ‘de tampdo citrato 0,1 M
pH 6,0 contendo 0,01% de EDTA, 0,3% DIECA
(PNV) € 2% celuclast (viv). O extrato foi inoculado sob
agitacdo lenta por duas horas € meia a0 ambiente.
Adicionou-se entdo 1% (vAv) de triton X-100 e agi-

tou-se por mais 30 min. O extrato foi filtrado em gase.

Adicionou-se ao filtrado 15% (v/v) de mistura 1
n-butanol: 1 cloroférmio (vAv), emulsificou-se por 30
segundos sob forte agitagdo e centrifugacio a 4.500 g
por 10 min a 15°C. Recolheu-se a fase aquosa. Adi-
cionou-se 8% (p/v) de PEG 6.000 e 1% (piv) de NaCl.
Agitou-se vigorosamente até a dissolugdo do PEG e
incubou-se por uma hora ao ambiente sob agitagsio
lenta. Centrifugou-se a 4.500 g por 20 min a 15°C. O
sedimento foi ressuspendido em 25% (v/peso de teci-
do) de tampdo citrato 0,1 M pH 6,4 contendo 0,01 M
EDTA. A mistura foi agitada lentamente durante a
noite, ao ambiente, apds centrifugagdo a 10.000 g, por
10 min, e 72.000 g, por duas horas, a 15°C. O sedi-
mento foi ressuspendido em 0,9%. (v/peso de tecido)
de tampdo citrato 0,05 M pH 6,4 contendo 0,005 M
EDTA, e centrifugado a 10.000 g, por 10 min. O so-
brenadante foi submetido a um gradiente de sacarose
obtido por trés ciclos de congelamento de uma so-
lugdo de sacarose a 25% (piv) (Baxter-Gabbard
1972), centrifugado a 5.500 x 107 rad%/seg (para o ro-
tor SW 50.1). A banda foi recolhida através de um
fracionador de gradientes com filtro, a 260 nm, e
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submetido imediatamente a um gradiente de CsCl
preparado da seguinte forma: 0,9 ml 75% CsCl (pN),
0,9 ml 65% CsCl (p/v), 0,9 ml 55% CsCl (p/v), 0,7 ml
45% CsCl (pi) € 1,5 ml da amostra em sacarose, em
tubo de 5 ml de capacidade. O gradiente foi centrifu-
gado a 45.000 g por dezoito horas, a 15°C, sendo im-
portante ndo aumentar a velocidade angular, para que
ndo haja rompimento de particulas. A banda viral foi
recolhida, dializada contra 1ampéo citrato 0,05M pH
6,4 para eliminagio do CsCl, e fixada com 3,7% de
formaldeido diretamente na preparagdo (Hollings &
Stone 1969).

A preparagdo foi avaliada qualitativa e quantitati-
vamente por espectrofotometria antes da estabilizagdo
com formaldefdo.

Unr coelho fgi imunizado com a preparagio assim
obtida no seguinte esquema: 0,1 mg subcutinea emul-
sificada em adjuvante completo de Freund, e, 45 dias
apGs, um reforgo de 0,1 mg de subcuténea emulsifica-
da em adjuvante incompleto de Freund. O anti-soro
assim obtido foi purificado segundo Curling (1980),
conjugado segundo Avrameas (1969) e testado por
DAS-ELISA (Clark & Adams 1977) com IgG a 1:500
e conjugado a 1:2000. O suco da planta infectada foi
preparado em dilui¢Ges subsequientes até 1:512 em
suco de planta sadia (v/v). A mistura foi diluida 1:10
em PBS-T-PVP +OA para a execugdo do teste. Foi
avaliada também a sensibilidade do teste a diluigoes
do suco infectado em tampao.

Amostras deste anti-soro foram enviadas para di-
versas instituicGes publicas e privadas para avaliagdo
(Tabela 1).

TABELA 1. Institui¢cées que avaliaram o anti-soro e
respectivas avaliacées.

Institui¢io Avaliaggo!
Cooperativa Agricola de

Cotia - CAC Otimo
Instituto Agron6mico de

Campinas - IAC Excelente

Universidade Federal de
Vigosa - UFV
Universidade de Sapporo - Japio
Servigo de Produgio de Sementes
Baésicas - SPSBIEMBRAPA
Sociedade Brasileira de
Sementes - SBS

Reagio fraca
Muito bom e especifico

Reacdo nitida

Positiva

! Expressées das instituigbes que resumem a avaliagio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A preparagio purificada conforme método
acima descrito apresentou espectro de absorgado
tipico de PLRV (Fig. 1) com relagbes de ab-
SOrgao A,q g de 1,98 € A, i, de 1,5 € rendi-
mento de 600 ng por kg de tecido.

A Tabela 2 apresenta os resultados de
DAS-ELISA com detecgdo do virus em di-
luigdes de até 1:512 (média de cinco repe-

tigoes).
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FIG. 1. Espectro de absorgio da preparagdo purifi-
cada, antes da estabilizaciio com formaldei-
do.

TABELA 2. Sensibilidade do anti-soro em DAS-
ELISA (Diluigéio do suco 1:10; média de
cinco repetigoes).

Diluiggo do suco infectado

em suco sadio (V) D.0. 405 nm

0 (sadio) 0

1 >2

1:2 1,997
1:4 0,718
1:8 0,261
1:16 0,119
1:32 0,038
1:64 0,027
1:128 0,010
1:256 0,014
1:512 0,004

O teste respondeu linearmente entre as di-
luigdes 1:40 e 1:320 com tampao, com r* de 0,99
(Fig. 2), numa média de duas repetigdes (Tabe-
la 3).

As instituigdes que foram solicitadas a testar
o anti-soro avaliaram de forma subjetiva ou
quantitativa. A Tabela 1 apresenta as obser-
vagdes feitas pelos avaliadores, com expressdes
que resumem a idéia das suas avaliagoes.

O procedimento de purificagdo adotado,
modificado de Hassan & Thomas (1989), para o
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FIG. 2. Sensibilidade de detecgiio do PLRV em DAS-
-ELISA com IgG 1:500 e conjugado 1:2000.
Suco infectado diluido em tampdo (r! =
0,99).

TABELA 3. Sensibilidade do anti-soro em DAS-
-ELISA com diluicdes do suco em
tampéo (média de duas repeticoes).

Dilui¢do D.O. 405 nm
Infectado 1:10 >2
1:20 0,899
1:40 0,370
1:80 0,210
1:160 0,094
1:320 0,048
1:640 0,091
Sadio 1:10 0,066
1:20 0,049
1:40 0,011
1:80 0
1:160 0
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TYTV, mostrou-s¢ adequado aos nossos traba-
lhos. Resultados utilizando a multiplicadora
Datura stramonium com idade mais avangada
ndo foram satisfatérios. Apesar de uma maior
concentragao de virus (estimada pelos picos de
absor¢ao no fracionador de gradiente de sacaro-
se), plantas maiores contém uma substdncia
‘(ndo determinada) que d4 uma consisténcia ge-
latinosa muito acentuada A amostra durante a
purificagdo, o que dificulta a obtengio de uma
preparagao final com concentragio adequada.

Cuidado especial deve ser dado a centrifu-
gacdo em CsCL O uso de velocidades angulares
mais altas que o determinado no protocolo de
purificagdo leva ao rompimento das particulas
virais.

O anti-soro obtido segundo esta preparagio
mostrou-se especifico, nao apresentando reagio
com o extrato de plantas sadias, € vem sendo ro-
tineiramente utilizado no programa de pro-
dugdo de batata-semente da EMBRAPA.

A leitura da D.O. a 405 nm do extrato dilui-
do 1:512 em suco de planta sadia foi superior a
duas vezes a leitura do extrato sadio, o que sig-
nifica que uma amostra infectada, em 512, é de-
tectada.

A linearidade da resposta entre as dilui¢des
1:40 e 1:320 em tampdo (Fig. 2) indica que estas
concentragoes devem ser preferencialmente uti-
lizadas por ocasido de andlises quantitativas.

Com relagdo as avaliagOes feitas nas diversas
instituigdes, vale ressaltar dois dos comentérios
recebidos:

1. Universidade de Sapporo: o anti-soro nos
apresentou reagdo cruzada com o “Beet
Western yellows virus” (BWYV), um luteovirus
que comumente contamina preparagdes purifi-
cadas de PLRV;

2. Universidade Federal de Vigosa: a reagio
fraca observada pode ter sido causada pelo ma-
nejo do teste ou do titulo do controle positivo
utilizado. A quantidade de anti-soro enviada foi
limitada, e ndo houve oportunidade de repe-
ticdo do teste.

CONCLUSAO

O anti-soro obtido ¢ adequado ao uso em
programas de indexacéo.
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