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RESUMO

Um anti-soro policlonal especifico para Watermelon mosaic
virus (WMV) foi produzido por meio da imunizagdo de coelhos
com proteina capsidial purificada, expressa in vitro em células de
Escherichia coli. O gene cp foi amplificado via RT-PCR utilizando
oligonucleotideos especificos, a partir de RNA vira extraido de
preparacOes virais concentradas. O fragmento amplificado foi clonado
em pBLUESCRIPT KS+ e completamente seqiienciado para
confirmagao de suaidentidade e integridade. Em seguida, o fragmento
foi subclonado no vetor de expressdo pRSET-A. Plasmideos
recombinantes foram utilizados para a expressao da proteina
capsidial em E. coli BL21::DE3. A proteina foi purificada por meio

de cromatografia de afinidade em coluna de Ni*-NTA, a partir de
proteinas totais extraidas de E. coli. Uma vez purificada, a proteina
foi quantificada e utilizada para imunizagdo dos coelhos. O anti-
soro foi testado quanto a sua especificidade e sensibilidade em testes
de Western blot, DAS-ELISA, imunodifusdo e ELISA indireto.
Todos os testes demonstraram que o anti-soro produzido a partir da
expressao in vitro da proteina capsidial é altamente especifico para
a deteccdo do WMV em extratos foliares, ndo tendo sido observada
nenhuma reagdo heteréloga interespecifica.

Palavras-chave adicionais: Cucurbitaceas, ELISA,
imunodifusdo, Western blot.

ABSTRACT

Expression in Escherichiacoli of thecapsid protein of Watermelon
mosaic virus and production of specific antiserum

A Watermelon mosaic virus (WMV)-specific, polyclonal
antiserum was raised in rabhbits by immunization with purified capsid
protein expressed and purified from Escherichia coli cells. The cp
gene was RT-PCR-amplified using specific oligonuclectides, and vira
RNA extracted from concentrated particles as a template. The
amplified fragment was cloned in pBLUESCRIPT KS+ and fully
sequenced in order to confirm its identity and integrity. The fragment
was subsequently subcloned into the pRSET-A expression vector.

Recombinant plasmids were used to induce the expression of the
capsid protein in E. coli BL21::DE3. The protein was purified by
affinity chromatography using a Ni*-NTA resin, from E. coli total
protein extract. The purified protein was quantified and used for the
immunization of rabbits. The antiserum was tested for its sensitivity
and specificity in Western blot, DAS-ELISA, immunodiffusion and
indirect ELISA assays. All tests indicated that the antiserum raised
from in vitro-expressed capsid protein is highly specific for the
detection of WMV in plant extracts, with no interspecific,
heterologous reactions being ohserved.

O cultivo de cucurbitaceas é uma atividade de caréter
intensivo, concentrada nos cinturfes verdes|ocalizados ao redor
das grandes cidades. As principais espécies cultivadas sdo a
abobora [Cucurbita moschata (Duch.) Duch. ex Poir],
abobrinha (Cucurbita pepo L.), melancia [Citrullus lanatus
(Thunb.) Matsum. & Nakai], meldo (CucumismeloL.) epepino
(Cucumis sativus L..). As doencas causadas por virus sdo um
dos mais graves problemas fitossanitarios dessas culturas. As
caracteristicas deincidénciae severidade variam consideravel -
mente em funcdo da espécie viral e suas estirpes, espécie
hospedeira, disponibilidade de fontes de indculo, populagdo e
atividade de insetos vetores, e condigdes ambientais (Lima &
Viera, 1992). NoBrasi, o virusdamanchaanel ar do mamoeiro,
estirpe melancia (Papaya ringspot virus - watermelon, PRSV-
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W), o virus do mosaico damelancia (Watermelon mosaic virus,
WMV) e o virus do mosaico amarelo da abobrinha (Zucchini
yellow mosaic virus, ZYMV), todos da familia Potyviridae,
género Potyvirus, sdo atual mente os virus de maior incidéncia
(Richards, 1999; Oliveiraet al., 2000; Yuki et al., 2000; Moura
etal., 2001).

OWMV foi relatado pelaprimeiravez no Brasil por Sa
et al. (1988). E um potyvirustipico, com particul as alongadas,
flexuosas, com 690-760 nm de comprimento por 11-16 nm de
diametro, e genomacomposto por umaunicamoléculade RNA
de fita simples, polaridade positiva, com aproximadamente
10.000 nucleotideos, envolta por uma proteina capsidial com
peso molecular de aproximadamente 34 kDa. O WMV causa
mosqueado, mosaico e deformagéo foliar e dos frutos, sendo
0s sintomas passiveis de serem confundidos com agueles
induzidos por outrosvirus queinfetam cucurbitéceas (Oliveira
et al., 2000). Possui amplagamade hospedeiros, infetando 178
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espécies de plantas em 27 familias. O virus é transmitido de
maneira ndo-circulativa por mais de 38 espécies de afideos,
porém ndo étransmitido pelasemente (Shuklaet al., 1994).

Além das infecgdes causadas pel os virus isoladamente,
infecgBes mistas em cucurbitéceas sdo observadas com grande
freqiiéncia em condigBes naturais, devido aos virus serem
transmitidos pelos mesmos insetos vetores, de maneira ndo-
circulativa. Essefato tornavirtualmente impossivel adiagnose
baseada em sintomas, devido a mudancas no quadro sintoma:
tologico tipico para cada virus. A correta identificagdo do(s)
virus presente(s) em amostras provenientesdo campo € essencia
para que medidas de controle adequadas possam ser
recomendadas. A disponibilidade de um método sensivel,
especifico e eficiente de deteccéo e identificacdo viral é
fundamental.

Tradicionalmente, a sorologiatem sido o método mais
utilizado para a deteccdo e diagnose de virus de plantas,
incluindo os potyvirus (Shukla et al., 1994; Hull, 2002). No
caso especifico dos trés potyvirus que infetam cucurbitaceas
(PRSV-W, WMV e ZYMYV), o emprego de testes sorol 6gicos
na diagnose exige anti-soros de ata qualidade, produzidos a
partir de preparagdes purificadas nas quais as particulas virais
estgjam as mais integras possiveis. Caso contrario, a porgéo
amino-termina daproteinacapsidial seraremovidae osepitopos
espécie-especificos localizados nessa regido serdo perdidos,
gerando um anti-soro incapaz de diferenciar espécies de
potyvirus, com a observacéo de reagdes cruzadas (Shukla et
al., 1994). A producdo de anti-soros € norma mente realizada
viainjecdo departiculasvirais purificadas nacorrente sangliinea
de coelhos (Hull, 2002). Entretanto, a purificacéo de um virus
sera sempre um processo trabalhoso, e que comumente produz
preparagdes com pureza e concentracdo insatisfatorias. E
comum que anti-soros produzidos a partir de preparactes
purificadas distintas possuam titul o e especificidades distintos.

Atualmente, com a utilizacdo de técnicas de biologia
molecular, tem-se tornado comum a clonagem do gene da
proteina capsidial (cp) de virus em vetores que permitem sua
expressdo em Escherichia coli (Colinet et al., 1994). A
clonagem do gene cp permite que quantidades virtualmente
ilimitadas da proteina sejam produzidas, pois os cl ones podem
ser armazenados por tempo indeterminado a-80°C, bastando
o cultivo de uma culturabacteriana para obtencéo daproteina.
Uma vez que para a grande maioria dos virus de plantas a
proteina capsidial é a Unica proteina com propriedades
imunogénicas, um anti-soro produzido a partir da proteina
livre apresentard as mesmas propriedades daquel e produzido
apartir de particulasvirais purificadas. Além disso, como o
protocolo de purificagdo da proteina a partir de E. coli é
extremamente simples, preparacdes distintas possuirdo as
mesmas propriedades, levando a producéo de anti-sorosque
também apresentardo as mesmas propriedades. Com base
nessas consideracOes, este trabalho teve como objetivos a
producdo de anti-soro especifico para 0 WMV a partir de
proteinacapsidial expressainvitro emE. coli, eacaracterizacdo
do anti-soro.

OisoladodeWMYV foi fornecido pelo Prof. M.A. Pavan
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(UNESP, Botucatu, SP). O isolado foi caracterizado
molecularmente por Richards (1999), efoi mantido em plantas
de C. pepo ‘Caserta’ em casa-de-vegetacdo, por meio de
inocul agbes mecani cas sucessivasviaextrato vegetd tamponado
em fosfato de potassio 0,02 M, pH 7,2, contendo sulfito de
s0dio a0,01%. A preservagdo invitro foi realizadamediante o
corte e dessecamento das primeiras folhas infetadas pelo virus
earmazenamento a-20°C.

Folhas de C. pepo ‘Caserta com plenos sintomas da
virose foram coletadas e utilizadas para a obtencdo de uma
preparacdo viral concentrada conforme descrito por Lane
(1992). O RNA vird foi extraido a partir da preparacao viral
concentrada, conforme descrito por Krause-Sakateet al. (2001)
e utilizado como molde para a sintese de uma fita de DNA
complementar (CDNA) viatranscrigdo reversa, utilizando-se o
kit “ SuperScript Preamplification System for First Strand cDNA
Synthesis’ (Invitrogen) e um oligonucl eotideo com umacauda
poli-T (poli-T: 5 G-A-C-T-G-G-A-T-C-C-T(14)3'). Para a
amplificagdo do gene cp via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foram utilizados oligonuclectideos especificos para a
proteinacapsidial (CP) doWMV (5'-G-A-T-C-G-G-A-T-C-C-
T-C-A-G-G-A-A-A-A-G-A-A-A-C-A-G-T-T-3, sitio para
BamH | sublinhado, e 5'-C-A-T-G-G-A-A-T-T-C-T-C-T-T-T-
A-C-T-G-C-G-G-T-G-G-A-C-C-3’, sitio para EcoR |
sublinhado), cujas sequiéncias foram determinadas com base
nas seqiiéncias de outros isolados desse virus, previamente
publicadas (Shuklaet al., 1994). Ascondigdesde RT-PCR foram
as mesmas descritas por Krause-Sakate et al. (2001).

O produto da reacdo de RT-PCR e o plasmideo vetor
pPBLUESCRIPT KS+ (pK S+) foram digeridos com asenzimas
BamH | e EcoR | e purificados a partir de gel de agarose
utilizando-se uma matriz sélida (Sephaglass Bandprep,
Amersham Biosciences), de acordo com as instrucfes do
fabricante. A ligag@o entre o fragmentoviral eo DNA plasmididl,
transformacédo de E. coli DH5a e selegdo de clones
recombinantes foram realizados de acordo com técnicas padréo
(Sambrook et al., 1989). O fragmento viral clonado foi
completamente seqlienciado utilizando-se o kit “Termocycle
Sequencing Dye Terminator” (Perkin-Elmer) eum seqlienciador
automatico ABI 310 (Applied Biosystems).

Umavez confirmadaaidentidade do fragmento clonado,
estefoi retirado do vetor pK S+ por meio de digestéo com EcoR
| e BamH I, e ligado ao vetor de expressdo pRSET-A,
previamente digerido com as mesmas enzimas. A ligag&o,
transformac&o de E. coli e identificagdo dos clones recom-
binantes foram realizados de acordo com técnicas padréo
(Sambrook et al., 1989).

Paraaexpressdo in vitro, o vetor pRSET-A contendo o
insertovird foi transferido paraaedtirpe BL21::DE3 deE. coli,
de acordo com técnicas padréo (Sambrook et al., 1989). ApOs
incubagdo em meio solido, uma col6nia foi selecionada e
utilizada para a inoculagéo de 200 ml de meio LB liquido
com ampicilinaem um erlenmeyer de 1 litro. Essaculturafoi
incubada a 37 2C até OD,, de aproximadamente 0,5. Nesse
ponto a expressdo da CP foi induzida por meio da adicéo de
IPTG aconcentragdo final de 10 mM. Exatamente 4 h apés a
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inducgo, as célulasforam col etadas por centrifugacdo (5.000 ¢/
10 min). O pellet foi armazenado a-80 7C.

Um extrato de proteinas totais de E. coli foi obtido
conforme descrito por Noueiry et al. (1994). A purificacdo da
CP a partir desse extrato foi realizada por cromatografia de
afinidade em colunasde Ni-NTA (Qiagen), conformeinstruces
do fabricante. Inicialmente, a expressdo da CP foi avaliada a
partir do extrato de proteinas totais, por meio de detroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE). Apos a purificagdo na coluna de Ni-NTA, a
quantificagdo foi redlizadapel o método de Bradford, utilizando-
se o kit “Dc Protein Assay” (Bio-Rad), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Asproteinas purificadasforam injetadasem doiscoelhos
brancos, daragaNovaZe &ndia, com aproximadamente 30 dias
deidade. Ap6s coleta do sangue para obtencéo do soro normal
(pré-imune), foram realizadas cinco injectes intramuscul ares
na coxa, a intervalos semanais, com 0,5 mg de proteina por
injecdo em cada coelho. Duas semanas ap0s a Ultima injecao,
foi retirada amostra de sangue para avaliagdo inicia do anti-
soro. Duas coletas adicionais foram realizadas, a intervalos
quinzenais, apésacoletainicial.

Otitulo do anti-soro foi determinado por meio de ELISA
indireto (Clark et al., 1986), utilizando dilui¢desdo anti-soro a
1:50, 1:250, 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 1:4.000, 1:8.000, 1:16.000,
1:32.000 e 1:64.000. A especificidade do anti-soro foi
determinadaem testesde Western blot, imunodifusdo (Hampton
etal., 1990), DAS-ELISA (Clarket al., 1986) eELISA indireto,
a0 testar areacdo com amostras de plantas sadias e infetadas
pelo PRSV-W, WMV, ZYMV, virus do mosaico da abdbora
(Sgquash mosaic virus, SgMV) familia Comoviridae, género
Comovirusevirus do mosaico daaface (Lettuce mosaic virus,
LMV) familia Potyviridae, género Potyvirus. Nos testes de
imunodifusdo e DAS-ELISA foi utilizado, além do anti-soro
produzido a partir da CP expressa in vitro (AS-CP), um anti-
soro produzido apartir de particulaspurificadasde WMV (AS-
VP).

A amplificacdo do gene cp do WMV via RT-PCR foi
comprovada por meio de eletroforese em gel de agarose (0,9%
p/v), observando-se a presenca do fragmento com o tamanho
esperado (aproximadamente 800 pares de bases). O fragmento
foi clonado em pKS+ e sequienciado completamente,
confirmando-se sua identidade e integridade (dados ndo
apresentados).

A estirpe BL21::DE3 deE. cali foi transformadacom o
vetor pRSET-A contendo o inserto viral, e a expresso da
proteina capsidial foi induzida em uma cultura de 200 ml por
meio da adicdo de IPTG. Ap6s extracdo e purificagdo daCP, a
expressdo foi confirmadapor meio de SDS-PAGE, observando-
se a presenca de uma banda cujo peso molecular correspondeu
aaproximadamente 34 kDa, valor esperado paraa CP do WMV
(dados n&o apresentados). Foram realizadas trés indugdes de
culturas de E. coli a fim de obter a quantidade de proteina
necessaria paraaimunizagdo de dois coelhos.

Em ELISA indireto, o anti-soro obtido reagiu com
extratos foliares de plantasinfetadas pdlo WMV até adiluicéo
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maximatestada (1:64.000) (dados néo apresentados). A melhor
reacdo foi obtidaaumadiluicéo de 1:32.000, o que demonstra
0 6timo titulo do anti-soro. O anti-soro foi testado para deteccao
especificado WMV em Western blot (Figura 1), DAS-ELISA
(Figura 2), imunodifusdo e ELISA indireto (dados n&o
apresentados). Além do extrato de plantainfetadapelo WMV,
ostestesincluiram extratos de plantasinfetadas por trésoutras
espécies de potyvirus (LMV, PRSV-W e ZYMV) o comovirus
(SgMV), aém da planta sadia. Em todos os testes o anti-soro
reagiu apenas com o extrato de planta infetada com WMV,
comprovando assim sua sensibilidade e especificidade.

Nos testes Western blot e ELISA indireto foi utilizado
apenas o0 anti-soro produzido a partir da proteina expressa in
vitro (AS-CP). O anti-soro apresentou-se altamente especifico
a0 WMV endo reagiu com extrato de plantasadiaou comvirus
heterélogos (LMV, PRSV-W, SgMV e ZYMV) (Figura 1 e
dados n&o apresentados).

Nos testes de imunodifusdo e DAS-ELISA foram
utilizados ambos os anti-soros (AS-CPe AS-VP). O AS-CPfoi
especifico para 0 WMV em ambos os testes, e novamente
apresentou reacdo mais intensa com a proteina purificada em
comparacado ao extrato foliar infetado. Jao AS-V P apresentou
reacdo cruzada com o ZYMV e, embora tenha apresentado
reac8o positiva com o extrato de planta infetada pelo WMV,
ndo reagiu com a CP purificada (Figura2).

Osresultados dos diferentestestes sorol dgicosredlizados
indicaram claramente que o anti-soro produzido a partir da
proteina expressa in vitro (AS-CP) é dtamente especifico e
eficiente na deteccdo de WMV, pois apresentou forte reacéo
homoélogadiante daCP purificadaedo extrato de plantainfetada
por WMV, e ndo reagiu com o extrato de planta sadia ou com
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FIG. 1 - Western blot utilizando o anti-soro produzido a partir da
proteina capsidial do Watermelon mosaic virus (WMV) expressa e
purificada a partir de células de Escherichia coli. 1. Proteina capsidia
do WMV purificada a partir de cdlulas de E. coli; 2. Proteina total
extraidaa partir de plantasadia; 3. Preparacdo concentrada de Papaya
ringspot virus (PRSV-W); 4, 5, 6, 7. Proteina total extraida a partir
de plantas infetadas por PRSV-W, WMV, Zucchini yellow nosaic
virus (ZYMV) e Squash mosaic virus (SqMV), respectivamente. Os
nameros a esquerda indicam a posi¢do dos padrdes de massa
molecular, em kDa. A seta a direita indica a banda correspondente a
proteina capsidial do WMV.
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FIG. 2 - Representaco gréfica dos resultados de DAS-ELISA utilizando anti-soro produzido a
partir da proteina capsidial expressa e purificada de células de Escherichia coli (AS-CP) e anti-
soro produzido a partir de Watermelon mosaic virus (WMV) purificado (AS-VP), com o
conjugado diluido 1:1.000 e 0 IgG na concentracdo de 1 pug/ml. As linhas horizontais pontilhadas
representam o limiar da reagdo positiva do anti-soro, correspondendo a duas vezes o vaor de
absorbancia observado nas reagBes com o extrato de planta sadia. Tampéao, PBS; PS, Extrato de
planta sadia; LMV, PRSV-W, ZYMV, WMV, Extratos de plantas infetadas por LMV, PRSV-W,
ZYMV, WMV, respectivamente; CP 1:500, CP 1:1000, Proteina capsidial do WMV purificada

de E. coli, diluida 1:500 e 1:1000, respectivamente.

outras espécies de potyvirus que infetam cucurbitéceas. Ja o
anti-soro produzido a partir da injecdo de particulas virais
purificadas (AS-VP) ndo se mostrou especifico parao WMV,
pois ocorreu reacdo soroldgica cruzada com o ZYMV. Em
estudo comparando o relacionamento sorol égico entre PRSV -
W, WMV eZYMYV em ELISA indireto, Oliveira et al. (2000)
concluiram que o WMV e 0 ZYMV tém pelo menos um
determinante antigénico em comum, o que pode resultar em
reagcdo sorolégica cruzada entre esses dois virus. Esse fato
explicariaareacdo cruzadaverificadano presentetrabalho com
0 ASVP. A auséncia de reagdo cruzada entre 0 AS-CP e o
ZYMV poderiaser explicada caso o epitopo em comum entre
as CPsdo WMV e ZYMV sda conformacional. Umavez que
aproteinaexpressain vitro é purificada e injetada nos coelhos
naformadesnaturada, esse epitopo teriasido perdido, evitando
a reacdo cruzada com o ZYMV. J& no virus purificado esse
epitopo teriasido mantido.

Em processos usuaisde purificacéo de potyvirusovirion
integro pode perder os aminoéacidos das extremidades aminica
e carboxilica, expostos parao meio externo e conseglientemente
mais suscetiveis a degradacdo (Shukla et al., 1994). Com a
expressao invitro da CP, esses aminoacidos foram preservados
e, com eles, foram mantidas as propriedades imunogénicas do
virus. Entretanto, a desnaturacdo poderia expor epitopos
conservados presentes na regido central da proteina, normal-
mente encobertosnaparticulaviral. A expos ¢ao desses epitopos
poderialevar a producéo de anticorpos que iriam reconhecer a
CPdeoutrospotyvirus. A ausénciadereagoes heterélogasentre
0AS-CP eoutros potyvirus sugere que esses epitopos ndo foram
ativos naindugzo de anticorpos. E possivel quefossem epitopos
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conformacionais, perdidos com adesnaturacdo daproteina, ou
gue nédo fossem conservados entre as proteinas capsidiais do
WMV e dos outros potyvirus testados.

Com bases nos resultados obtidos pode-se concluir que
0 anti-soro produzido a partir daexpressdo daCP em E. coli é
atamente eficiente e especifico na deteccdo do WMV. O uso
deste anti-soro permitiraumimunodiagnéstico precisodo WMV,
devido a auséncia de reacdo com extrato de planta sadia e de
reacOes sorolégicas cruzadas com os demais potyvirus que
infetam cucurbitéceas.
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