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Producao de antissoros policlonais para deteccao de predadores

das principais pragas da oliveira
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Resumo

A oliveira estd bem adaptada as areas mediterraneas mas por vezes é sujeita a ac¢do de inimigos,
nomeadamente a traga da oliveira, Prays oleae (Bern.), a mosca da azeitona, Bactrocera oleae (Gmel.) e a
cochonilha negra, Saissetia oleae (Oliv.). No entanto, as populacdes destes inimigos podem ser mantidas abaixo
do nivel econémico de ataque por factores abidticos e bidticos. Entre estes incluem-se espécies predadoras e
parasitéides que contribuem para a estabilidade da biocenose. A valorizacdo dos auxiliares artrépodos §,
assim, factor preponderante na protec¢do contra pragas da oliveira, nomeadamente em modo de producao
biolégico.

A utilizagdo de técnicas serolégicas, particularmente ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), para
avaliagdo da predacdo em artrépodos, ja é bastante utilizada.

Para futuramente se avaliar o papel dos predadores em olivais conduzidos de acordo com o modo de
producéo biolégico, em Tras-os-Montes e no Alentejo, produziram-se antissoros policlonais para monitorizar
as trés pragas nos seus principais predadores. Este trabalho refere a preparagdo dos antigénios, o protocolo de
imunizacado dos coelhos, a colheita dos antissoros e sua caracterizagdo preliminar por ELISA.

Palavras-chave: proteccdo de plantas; Prays oleae; Bactrocera oleae; Saissetia oleae; antissoro policlonal; ELISA.

Abstract

Olive tree is well adapted to mediterranean areas but sometimes is attacked by pests, namely the olive moth,
Prays oleae (Bern.), the olive fruit fly, Bactrocera oleae (Gmel.) and the black scale, Saissetia oleae (Oliv.).
However, populations of those insects may be sustained under the economic threshold by abiotic and biotic
factors. Among those we may include predators and parasitoids. The valorization of arthropods is, therefore,
a preponderant factor in olive crop protection, namely in organic farming.

Serological techniques, namely ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), to study arthropod predation is
already frequently used.

For future validation of arthropod predation in organic olive orchards, in Tras-os-Montes and in Alentejo, we
prepared polyclonal antisera for monitoring the three main olive pests in their predators. This work presents
the antigens preparation, the rabbits immunization protocol, the production of antisera and its preliminary
characterization by ELISA.

Keywords: crop protection; Prays oleae; Bactrocera oleae; Saissetia oleae; polyclonal antiserum; ELISA.
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1. Introducéao

A oliveira (Olea europeae L.) estd bem adaptada as areas mediterraneas mas por
vezes € sujeita a accdo de inimigos, nomeadamente a traca da oliveira, Prays oleae
(Bern.), a mosca da azeitona, Bactrocera oleae (Gmel.) e a cochonilha negra, Saissetia oleae
(Oliv.) (Andrés-Cantero, 1997). No entanto, as populagdes destes inimigos podem ser
mantidas abaixo do nivel econémico de ataque por factores abiéticos e bidticos. Nestes
dltimos incluem-se espécies predadoras e parasitdides que contribuem para a
estabilidade da biocenose (Teixeira et al., 2000). A valorizagdo dos auxiliares
artrépodos é, assim, factor preponderante na proteccdo contra pragas da oliveira,
nomeadamente em modo de producao biolégico.

As técnicas serologicas, particularmente as variantes de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) (Clark et al., 1986), tém sido ultimamente utilizadas para
avaliagdo da predacdo em artrépodos em vdrias culturas (e.g. Greenstone, 1996;
Lozano et al., 2002).

Para futuramente se avaliar o papel dos predadores em olivais conduzidos de
acordo com o modo de produgao biolégico, produziram-se antissoros policlonais para
monitorizar as trés pragas nos seus principais predadores. Este trabalho refere a
preparagao dos antigénios, o protocolo de imunizacdo dos coelhos, a colheita dos soros
e caracterizagdo preliminar de trés antissoros por ELISA.

2. Material e Métodos

2.1. Colheita de material

Colheram-se, em Setembro e Outubro de 2002, amostras de traca da oliveira,
mosca da azeitona, e cochonilha negra, em olivais de Tras-os-Montes - Mirandela
(Paradela e Romeu) e do Alentejo - Evora (Ervedal e Oriola). As amostras de traca da
oliveira e de mosca da azeitona foram recolhidas do interior de frutos e as amostras de
cochonilha negra de pequenos ramos. Com o auxilio de uma lupa binocular, foram
extraidas as larvas de mosca e de cochonilha e larvas e algumas pupas de traca. Os
insectos foram guardados a -20°C e posteriormente enviados ao laboratério. Depois de
recebida quantidade suficiente de material iniciou-se o trabalho de preparacao dos
antigénios.

2.2. Preparacao dos antigénios

Na preparacao dos antigénios adaptou-se o protocolo de Morris (1997). A amostra
de traca da oliveira (0,85 g) de Tras-os-Montes, uma amostra conjunta de cochonilha
negra (0,85 g) obtida de varias colheitas em Tras-os-Montes e uma amostra conjunta de
mosca da azeitona (5,08 g) de varias colheitas em Tras-os-Montes e no Alentejo, foram
homogeneizadas, na proporcao de 1:10 (p/v), em 1,2PBS (phosphate buffer saline). Os
extractos foram centrifugados a 4 000 rpm durante 15 min. Os sobrenadantes foram de
novo centrifugados a 10 000 rpm durante 15 min. Apés a preparagao dos imunogénios,
foi determinada a sua concentracdo em proteina, pelo método de Lowry et al. (1951),
utilizando o kit DC Protein Assay da BIO-RAD. Posteriormente, cada extracto foi
dividido em aliquotas de 1 mL e guardado a -20°C.
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2.3. Imunizacao dos coelhos

Adquiriram-se seis coelhos (Oryctolagus cuniculus) hibridos de raca californiana
(dos quais cinco fémeas, coelhos 1, 2, 4, 5 e 6 e um macho, coelho 3) todos da mesma
ninhada nascidos a 14 de Junho 2002. Os coelhos, ap6s desparasitacdo e vacinagdo
contra a mixomatose e a doenca virica hemorrdgica, foram mantidos no biotério da
UTAD com 4gua e alimentacao ad libitum. Na semana anterior ao inicio da imunizacgao,
fez-se uma colheita de sangue, de cada coelho, para recolha do seu soro pré-imune
(NRS - no reactive serum), que constituira o respectivo controlo negativo nos testes
serolégicos. Para cada insecto, foram imunizados dois coelhos com quatro doses do
respectivo antigénio. A primeira dose foi administrada por via intramuscular, na pata
traseira esquerda, seguida de trés doses subcutdneas, aplicadas no dorso. As trés
primeiras injeccdes foram intercaladas de duas semanas e a ultima imunizacdo foi
dada 18 semanas apds a primeira para aproveitar a rapida reaccdo a um estimulo
imunogénico secundario (Wistreich e Lechtman, 1988). Na primeira injeccdo usou-se
adjuvante completo de Freund (Difco Laboratories) e nas seguintes o adjuvante
incompleto de Freund. Para todas as injec¢des foram usados 500 pL de adjuvante para
o volume final de 1 mL, ajustado com 1,2PBS. As quantidades de antigénio especifico
de cada insecto foram de 100 pL (coelhos 1, 3 e 5) ou 50 uL (coelhos 2, 4 e 6) por
injeccao.

2.4. Recolha de sangue e obtencao dos antissoros.

Duas semanas apos a terceira imunizagdo iniciou-se a recolha semanal de sangue
para colheita dos anticorpos. A colheita de sangue foi feita na veia marginal da orelha
de cada coelho, através de um pequeno corte (Ball et al., 1990). Pretendeu-se recolher
sempre que possivel um volume aproximado de 10-20 mL de sangue em cada data.
Deixou-se coagular o sangue a temperatura ambiente durante 2-4 horas, desprendeu-
se de seguida o coagulo da parede do recipiente, seguiu-se uma incubagdo a 37°C
durante 30 min., para aumentar o rendimento do soro, mantendo-se posteriormente a
4°C durante a noite. O soro foi entdo decantado e centrifugado a 4 000 rpm durante 15
min. e depois a 10 000 rpm durante 15 min. e ao sobrenadante foi adicionado 0,025%
de azida de sodio para evitar contaminagdes. Todos os soros foram divididos em
aliquotas de 1 mL e guardados a -20°C (van Regenmortel, 1982).

2.5. Caracterizacao dos antissoros.

A caracterizacdo dos antissoros inteiros (nesta fase dos trabalhos nao foi realizada
a purificacdo das imunoglogulinas) foi feita por ELISA indirecto (ID-ELISA) segundo
adaptacdo de protocolo de Clark et al. (1986). A enzima utilizada foi a peroxidase de
rdbano e OPD (ortofenilalanina) como substracto. A reacgdo foi mantida no escuro e a
absorvancia medida a 492 nm.

3. Resultados e Discussao

Apbs preparacdo das amostras, a concentracdo de proteina utilizada para a
imunizagdo dos coelhos foi de 3,61 mg.mL? para o antigénio-Traca, de 4,21 mg.mL-!
para o antigénio-Mosca e de 3,74 mg.mL! para o antigénio-Ccochonilha. Assim, os
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coelhos 1 e 2, utilizados com o objectivo de produzirem anticorpos para a Traca, foram
injectados respectivamente com 361 ug.mL e 181 pg.mL, os coelhos 3 e 4, utilizados
com o objectivo de produzirem anticorpos para a Mosca, foram injectados
respectivamente com 421 pg.mL1 e 211 pg.mL! e os coelhos 5 e 6, utilizados com o
objectivo de produzirem anticorpos para a Cochonilha, foram injectados
respectivamente com 374 pg.mL-1 e 187 ng.mL1.

Pretendeu-se recolher sempre que possivel um volume aproximado de 10-20 mL
de sangue em cada data de colheita mas a quantidade recolhida variou muito com o
coelho e data de colheita. O Quadro 1 resume o esquema global das imuniza¢ées com
os antigénios, as colheitas de sangue e quantidade de antissoros armazenada em
aliquotas de 1 mL.

Nesta fase do trabalho foi apenas avaliado a producdo de antissoro, para as trés
pragas, pelos coelhos que tinham sido imunizados com a dose maior do respectivo
antigénio (coelho 1 - Traga, coelho 3 - Mosca e coelho 5 - Cochonilha).

Quadro 1 - Esquema global das imunizagdes, colheitas de sangue e quantidades de antissoro armazenadas.

Soro armazenado (-20°C)

Semana Imunizagao Colheita de sangue Prays Bactrocera Saissetia
oleae oleae oleae

0 Soro pré-imune 18 mL 17 mL 9mL
1 12 - - - -

3 28 - - - -

5 3?2 - - - -

7 - 1° antissoro 15 mL 13 mL 8 mL
8 - 2° antissoro 15 mL 12 mL 17 mL
9 - 3° antissoro 17 mL 14 mL 21 mL
10 - 4° antissoro 18 mL 11 mL 13 mL
11 - 5° antissoro 18 mL 18 mL 18 mL
14 - 6° antissoro 23 mL 23 mL 19 mL
15 - 7° antissoro 24 mL 20 mL 20 mL
16 - 8° antissoro 21 mL 19 mL 22 mL
17 - 9° antissoro 18 mL 16 mL 17 mL
18 - 10° antissoro 17 mL 18 mL 16 mL
19 42 - - - -

20 - 11° antissoro 18 mL 16 mL 17 mL
21 - 12° antissoro 10 mL 9 mL 18 mL
22 - 13° antissoro 20 mL 13 mL 20 mL
23 - 14° antissoro 13 mL 19 mL 14 mL

A Figura 1 evidencia a evolucdo da concentragdo do anticorpo especifico de cada
inimigo da oliveira obtido ao longo de 14 colheitas de sangue apds as quatro
imunizagdes. Observa-se boa produgdo de antissoro cinco semanas apds a 1°
imunizagdo, para os trés antigénios, nos trés coelhos em estudo, tendo sido o
antigénio-Cochonilha no coelho 5 o que levou mais tempo a atingir boa produgao de
anticorpos (Fig.1C). Para os trés antigénios, o pico maximo de concentracdo de
anticorpos foi obtido em semanas diferentes apds a 1? imunizagdo. Para os coelhos 1 e
5 é evidente a producdo de novos anticorpos apds a 4 imunizagdo mas ja ndo
aconteceu o mesmo para o coelho 3.
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Fig. 1 - Evolugdo da concentragdo de anticorpos produzidos para trés inimigos da oliveira (A - Traca da oliveira,
Prays oleae, B - Mosca da azeitona, Bactrocera oleae e C - Cochonilha negra, Saissetia oleae).

Por ID-ELISA e para cada antigénio, estudou-se o comportamento de um dos
respectivos antissoros em duas dilui¢des e o seu limite de diluicdo para o antigénio
homologo (Fig 2). Verifica-se que o extracto 1:10 de traca é detectado pelo seu antissoro
até a diluicdo de 316 000 (correspondente a 0,114 pg.mL?), o extracto de mosca até a
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diluicdao de 1:316 000 (correspondente a 0,133 ng.mL-1) e o extracto de cochonilha até a
diluicdo de 1:1 000 000 (correspondente a 0,038 ng.mL1). A utilizacdo dos antissoros
mais concentrados (1/500 em vez de 1/1 000) leva apenas a um pequeno aumento no
valor de absorvancia mas mantém o limiar de detec¢do (Fig 2).
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Fig. 2 - Avaliacdo do limiar de deteccdo do antigénio pelo antissoro homélogo (A - Traca da oliveira, Prays oleae, B
- Mosca da azeitona, Bactrocera oleae e C - Cochonilha negra, Saissetia oleae).
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4. Conclusdes

Foram preparados trés antissoros especificos de trés importantes inimigos da
oliveira. A sua caracterizagdo preliminar evidencia o bom funcionamento dos
anticorpos para o seu antigénio homologo.

Para futuramente se avaliar o papel dos predadores em olivais conduzidos de
acordo com o modo de produgao biolégico, é agora essencial estudar as reaccoes
cruzadas destes soros com varias familias de artrépodos, principais predadores dos
inimigos da oliveira (crisopideos, coccinelideos, formicideos e aracnideos). De acordo
com trabalhos de outros autores (e.g. Greenstone, 1996; Morris, 1997) sera
provavelmente necessario fazer absorcdo destes antissoros com extractos de varias
espécies de artropodos antes da sua utilizacdo em testes de predagdo. Os trabalhos
prosseguem no corrente ano.
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