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ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERISATION OF A POLYCLONAL ANTISERUM FOR DETECTION
OF ds-RNA

Most plant viruses have single stranded RNA genome (ss-RNA). This nucleic acid presents a double
stranded replicative form (ds-RNA) when replicating in plant cells. Healthy plants have no detectable amounts of
ds-RNA thus, the presence of ds-RNA is a strong indication of viral infection.

We produced a polyclonal antiserum for a synthetic nucleotide [poly(I):poly(C), double stranded, sterile.
Reactivity of the antiserum was characterised by ID-ELISA and titre of the antiserum was determined by agar

double diffusion tests.

The usefulness of this antiserum in the detection of viral infection has been tested namely for one
grapevine associated leafroll virus (GLRaV-3). Detection of ds-RNA is not a specific diagnostic method.
However, it can be useful in sanitary programs when the identity of the pathogen is irrelevant.

Keywords: ds-RNA; clonal selection; serological test.

INTRODUCAO

A maioria dos virus fitopatogénicos contém, no seu genoma, &cido ribonucleico
monocatendrio (ss-RNA) e apenas uma pequena percentagem tem RNA bicatendrio (ds-RNA)
(Jones, 1992). O RNA monocatendrio tem, no entanto, capacidade de replicagcdo no interior
de células vegetais dando origem a uma forma replicativa intermédia de ds-RNA (Valverde et
al., 1990). Considerando que plantas sauddveis ndo contém quantidades detectdveis de ds-
RNA, a sua presenga em extractos de plantas € uma forte indicag@o de infecc@o viral (Dodds
et al., 1984; Boscia, 1993). Assim, o ds-RNA detectado pode ter origem num genoma viral
com ds-RNA ou, mais frequentemente, numa forma replicativa de ss-RNA, pelo que, segundo
Morris € Dodds (1979), a sua andlise se torna um método fidvel de indexagem de material
vegetal. Teoricamente, s6 um virus cujo genoma seja constituido por DNA (que representam
menos de 10% dos virus fitopatogénicos conhecidos) estaria fora das possibilidades desta
técnica (Nolasco e Sequeira, 1992).

A detec¢do de ds-RNA em plantas infectadas é normalmente efectuada através de
extrac¢@o dos 4cidos nucleicos com perclorato de sédio ou fenol-cloroférmio, purificagdo do
ds-RNA por coluna cromatografica de celulose e sua andlise por electroforese em gel de
poliacrilamida (Dodds et al., 1984; Valverde et al., 1990; Nolasco e Sequeira, 1992;

Carvalho, 1998). Uma vez que este método de deteccdo requer procedimentos bastante
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laboriosos,:‘;ells técnicas seroldgicas para deteccdo de ds-RNA sdo uma boa alternativa na
indexagem de material, quando ndo € prioritdrio conhecer a identidade do patogénio
(Aramburu e Moreno, 1994). As técnicas seroldgicas para deteccdo de ds-RNA baseiam-se na
utilizacdo de antissoros mono ou policlonais para polinucleétidos sintéticos, bicatendrios.
Neste trabalho produzimos um antissoro policlonal para um polinucleétido sintético
[poli(T):poli(C)] para deteccdo de ds-RNA em material vegetal virdtico. A reactividade do
antissoro foi testada por ID-ELISA e o titulo do antissoro determinado por teste de dupla
difusdo em agar. Avaliou-se o desempenho dos anticorpos produzidos para detec¢do de ds-
-RNA em extractos de videira e em ds-RNA purificado de material infectado com GLRaV-3

(virus do enrolamento foliar da videira, serotipo 3).

MATERIAL E METODOS

Producio de anticorpos policlonais

Dois coelhos do tipo "Coelho doméstico" foram imunizados com uma proteina sintética
bicatendria [poli(I):poli(C), estéril, Pharmacia 27-4729-01], reconstituida a 2mg/ml. Os
coelhos foram imunizados por via intramuscular com cinco injec¢des (com intervalo
semanal). As colheitas de sangue, também semanais, iniciaram-se 6 semanas apds a primeira

imuniza¢do e mantiveram-se durante 5 semanas. Os soros obtidos ("antissoro inteiro") foram

armazenadosgem doses de 1ml, a -20°C.

Purificacao de IgG
A purifica¢do de IgG, a partir de 1ml de "antissoro inteiro" realizou-se por precipitagdo
com sulfato de aménio. A IgG purificada foi armazenada, na concentragdo de Img/ml

(OD280nm = 1,4) a -20°C.

Reactividade do antissoro

A avaliacdo da reactividade do antissoro (e da IgG) realizou-se por ID-ELISA (adaptado
de Aramburu et al., 1991): a placa foi revestida com Poli-L-Lisina (4pg/ml), seguiu-se a
adi¢@o do antigénio [poli(I):poli(C)] em 9 dilui¢des, bloqueio com PBS-T-4% de leite em p6
magro, e adicdo do "antissoro inteiro" (1/1000) ou da IgG (1/1000). O teste terminou com a
adigdo do conjugado ("goat anti-rabbit" conjugado com fosfatase alcalina - Sigma) e o

respectivo substrato (p-nitrofenil fosfato).
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Titulo do antissoro

Foi determinado pelo teste de dupla difusdo em agar (1%, Oxoid). No alvéolo central
colocou-se a poli(I):poli(C) a 0,5mg/ml (6ptima interac¢do antigénio-anticorpo, previamente
determinada) e nos alvéolos periféricos 5 concentragdes do antissoro (s/dilui¢do, 1:2, 1:5,

1:10, e 1:30) e um controlo negativo (4gua destilada).

Extraccio e purificacdo de ds-RNA

Foi utilizado como material infectado varas de videira com GLRaV-3 (Virus do
enrolamento foliar da videira, serotipo 3). O método do fenoi-cloroférmio foi usado na
extraccdo dos 4cidos nucleicos (Hu er al., 1990). Raspas de varas infectadas (10g) foram
pulverizadas em azoto liquido e adicionado 45ml de 2x STE (0,IM NaCl, 0,05M Tris e
0,01M EDTA, pH 6,8) com 15ml de SDS 10%, 0,8ml de bentonite (40mg/mL), 1ml de 2-
mercaptoetanol, 25ml de solugdo de fenol saturada e 0,1ml de NH4,OH. A esta solucdo
adicionou-se 25ml de cloroférmio - dlcool isoamilico (24:1) e agitou-se 45 min. & temperatura
ambiente. Uma baixa centrifugacdo permitiu separar os &4cidos nucleicos totais da fase
orginica e o sobrenadante foi filtrado em 1a de vidro e diluido em STE até volume final de
100ml. Ao extracto obtido adicionou-se, gota a gota, com agitacdo, etanol a 95% até a
concentragdo de 16,5%. Homogenizou-se, de seguida, com celulose CF11 (2g) e procedeu-se
a construcdo da coluna de cromatografia, seguindo-se lavagem com STE contendo 16,5% de
etanol, de forma a arrastar todos os dcidos nucleicos excepto o ds-RNA. Adicionou-se 1mL de
STE para baixar a concentracdo de etanol, drenou-se a celulose e recolheu-se o ds-RNA
efectuando 3 lavagens com 3ml de STE. Centrifugou-se o liquido eluido e precipitou-se o ds-
RNA com trés volumes de etanol a 95% e a -20°C e 0,1 volume de 3,0M acetato de sédio, pH
5,0. Apds agitacdo intensa, incubou-se durante a noite a -20°C e centrifugou-se a 8 000 rpm
durante 30 min. Procedeu-se a ressuspensdo do precipitado em 0,5mL de STE, seguindo-se
nova precipitagdo com acetato de sédio e etanol. Centrifugou-se 15 min. a 13 000 rpm a 4°C,

ressuspendendo-se (1 pl/g) o precipitado em tampdo TE (0,04M Tris, ImM EDTA, pH 7,8).

RESULTADOS

Reactividade do antissoro. O limiar de deteccdo do polinucledtido sintético com o
antissoro policlonal produzido foi de 1,25 x 10”ug/ml no teste ID-ELISA (Fig.1). Valor

idéntico € referido por Zamzinger e Tavantzis (1982). A pouca diferenca evidenciada no teste
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com "antissoro inteiro" vs IgG sugere uma fraca precipitagdo de IgG durante o processo de

purificacdo.
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Figura 1 - Limiar de detec¢do dos anticorpos (antissoro “inteiro” e IgG purificada) produzidos para
Poli(I):Poli(C). :

Titulo do antissoro. Pelo teste de dupla difusdo em agar e usando a [poli(I). poli(C)] na
concentrag@o 6ptima de 0,5mg/mL [Fig. 2a)], foi determinado o titulo do antissoro policlonal

produzido em 1:10 [Fig. 2b)].

Figura 2 - Teste de dupla difusdo em agar: a) alvéolo central: antissoro (sem dilui¢do); alvéolos periféricos -
dilui¢des de poli(I):poli(C): 1. 2 mg/mL; 2. 1 mg/mL; 3. 0,5 mg/mL; 4. 0,25 mg/mL; 5. 0,125 mg/mL,;
6. dgua destilada); b) alvéolo central - poli(I):poli(C) (0.5 mg/mL); alvéolos periféricos - dilui¢bes de
antissoro: 1. sem diluigdo; 2. 1:2; 3. 1:5; 4. 1:10; 5. 1:30; 6. dgua destilada.

Detecg¢io de ds-RNA em extractos aquosos e em ds-RNA purificado. A Fig. 3 ilustra a
deteccdo por ID-ELISA de ds-RNA viral em amostras de videira infectadas com GLRaV-3,

tanto a partir de extractos aquosos como de ds-RNA purificado das mesmas varas.
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Figura 3 - Avaliacdo do desempenho dos anticorpos produzidos para poli(I):poli(C) em extractos aquosos de
videira 1:5 (p/v) e em ds-RNA purificado a partir de 5 g de material vegetal por alvéolo. Teste ELISA-
indirecto em placa (grafico) e ELISA-indirecto em membrana (na base do gréfico; a cada quadricula
corresponde 0 mesmo antigénio que foi usado para o teste em placa).

Nio foi possivel a detecc@o de ds-RNA a partir de extractos aquosos, visto os valores de
A405nm para as amostras positivas serem semelhantes aos das amostras negativas, o que
confirma resultados ja previamente referidos (Carvalho e Pereira, 1997, Carvalho, 1998).
Com a amostra de ds-RNA purificado dos extractos aquosos, obteve-se no entanto reaccao

fortemente positiva e muito préxima dos obtidos na reac¢gdo homdloga [para poli(I):poli(C)],

o que evidencia a elevada capacidade de reac¢do do antissoro produzido.

DISCUSSAO

Ap6s cinco imunizagdes durante cinco semanas, num total de 10mg de [poli(I):poli(C)]
houve uma boa resposta imunoldgica, iniciada 3 semanas apds a ultima imunizagdo e que
atingiu o maximo 5 semanas apds a ultima imunizacdo, decrescendo desde entdo (resultados
ndo apresentados, in Rodrigues, 1998). O polinucleétido bicatendrio sintético utilizado foi
mais imunogénico do que idéntico produto de outra firma comercial (Carvalho, 1998).

O antissoro policlonal produzido para o polinucleétido bicatendrio sintético
[poli(I):poli(C)] apresenta elevada reactividade para o antigénio homdlogo e detecta
eficientemente ds-RNA purificado de material lenhoso infectado com GLRaV-3. No entanto,
a deteccdo de ds-RNA a partir de extractos aquosos de videira ndo deu resultados

satisfatérios. Duas grandes limitagdes estdo associadas aos extractos aquosos de videira para
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detecc@o de ds-RNA: baixa concentragdo na planta da forma replicativa de GLRaV-3 e forte
influéncia dos compostos fendlicos e polissacaridos.

Apesar de ndo ser um diagnéstico especifico, a deteccdo de RNA bicatendrio a partir de
extractos (purificados) de 4cidos nucleicos poderd desempenhar um papel importante em
‘programas de selec¢@o sanitdria (prospecgdo de viroses) quando a identificagdo do patogénio

¢ irrelevante.
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