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1. RESUMO

Cinco técnicas de purificacio do virus do mosaico dourado
do tomateiro (VMDT) foram testadas, visando obter antigenos para o
preparo de antissoros especificos. As técnicas empregadas foram: xilol,
tetracloreto de carbono, butanol, eliminagao dos cloroplastos e polieti-
lenoglicol.

A avaliacao da eficiéncia dessas tecnicas, atravées de tes
tes de infectividade das fragoes finais, observagoes ao microscopio ele
tronico e testes serologicos com os antissoros preparados, mostrou que
polietilenoglicql & a teécnica adequada para os fins propostos.

Fracoes do VMDT purificado segundo a técnica do polieti-
lenoglicol mostraram-se ativas biologicamente nos testes de inoculacgao
mecanica em plantas de Nicotiana gluttnosa L.eN. tabacum L. e exibiram
alta concentragao de particulas com diBmetro em torno de 14 nm.  Antis-
§0TY0s preparados com egsa fragao apresentaram, em testes de dupla difu-
sao em agar, linha de precipitacao que permite diagnosticar a presenca

do VMDT em hospedeiras de N. glutinosa e J. tabacwn.



2. INTRODUCAO

O grupo de agentes fitopatogenicos transmitidos pela mos—
ca branca Bemista tabaci Gemnn. (Homoptera, Aleyrodidae) infecta plantas
de muitas familias, incluindo representantes das leguminosas, solana-
ceas, malvaceas, euforbilceas e outras.

A relagao entre essas moléstias nao estd ainda bem estabe
lecida e ¢ possivel que, em muitos casos, sejam causadas por um mesmo qi
rus. ou variante de um complexo melhor adaptado 3 hospedeira.

Comumente encontradas em areas tropicals, as viroses frans
mitidas pela mosca branca ocorrem também em Areas agricolas sub—tropicais
e temperadas, representando perdas econdmicas bastante significativas.

No Brasil, segundo Costa (1975) condicoes ambientais favo
raveis e o grande desenvolvimento da cultura da soja Glyetne max  (L.)
Merril, permitiram o desenvolvimento de grandes populacoes do inseto; con
sequentemente, as moléstias por ele transmitidas, principalmente para
feijoais e tomatais, tiveram sua incidéncia bastante aumentada. Bird and
Maramorosch (1978) relatam que semelhantes aumentos foram por eles  re-

centamente observados na América Central.



Segundo Costa (1974), s3c reconhecidas seis diferentes
moléstias do tomateiro(Lycopersicon escuientum.Mill.) transmitidas pe
la B. tabaci e que szo comsideradas, sob o ponto de vista patologico,
como entidades distintas; treés delas, o mosaico dourado, o encarquilha
mento da folha e o engrujo, constituem tipicas moléstias de tomateiro,
sendo o agente etiologico transmissivel de tomateiro para tomateiro,
sob condicoes experimentais e também em campo; as outras tres viroses,
mosaico das nervuras, clorose internerval e nervuras amarelas (vellow
net) representam a passagem ocasional do agente causal das fontes-de-
virus para o tomatal.

Na identificacao das fitoviroses, a serologia apresenta
vantagens sobre as demais tecnicas usadas, pois alem de ser altamente
especifica, permite diagnosticar a presenca de patoOgeno em extrato bru
to ou preparagao purificada, independentemente da sintomatologia e
planta hospedeira; permite ainda trabalhar com um grande nimero de a-
mostras e obter resultados em curto periodo de tempo. Utilizando a
técnica serologica, & possivel comparar estirpes e virus diferentes
que ocorram em locais diferentes, atraveés do intercambio de antissorocs,
sem o risco da introdugao do patogeno em areas em que nio tenha  sido
ainda detectado.

Procurando desenvolver um método simples e eficiente pa
ra a purificacao do VMDT, visando obter preparagoes para estudos sero-
logicos, algumas técnicas foram testadas e antissoros especificos fo-

ram preparados para servir no diagnostico da moléstia em hospedeira

infectada e estudos das relagoes entre esse virus e outros do comp lexo

grupo de agentes transmitidos pela mosca~branca.



3. REVISAO DE LITERATURA

A moléstia mosaico dourado do tomateiro so foi observada
ocasionalmente em tomatais de Sao Paulo e, segundo Costa (1974), as
plantas infectadas apareceram esparsas na plantacgao apresentando alguma
semelhanga de sintomas com outra moléstia do tomateiro, desecrita por
Flores ¢t alii (1960) em Sao Paulo, causada pelo virus da clorose infec
ciosa das malvaceas. Experimentos preliminares mostraram que a mosca-
branca Bemisia tabaci Gemn, e o inseto vetor do agente causal do mosai
co dourado do tomateiro.

0 mosaico dourado do tomateiro (chita) caracteriza-se por
apresentar mosaico amarelo bastante conspicuo, constando de areas
amarelas com ou sem relagao com as nervuras. Embora essa moléstia te-
nha aumentado em sua distribuigao nos Ultimos anos, nio chega a consti
tuir problema para nossas culturas, conforme relata Costa (1974).

Costa et alii (1977) realizaram testes de  transmigsao

mecanica do agente causal do mosaico do tomateiro que demonstraram ser

esse agente transmissivel através de inoculagio mecanica. Costa, em
trabalhos nao publicados, observou diferengas de susceptibilidade entre
as diferentes hospedeiras que, aparentemente, nao correspondem i suscep

tibilidade observada em testes de transmissio com o inseto vetor,



Durante a realizacao de testes de transmissibilidade,
Costa et qlii (1976) verificaram a existencia de estirpe do complexo
que se caracteriza por provocar amarelecimento das nervuras das folhas
(yellow net) de fumo, praticamente sem afetar areas do parenquima.

0 virus do mosaico dourado do tomateiro (VMDT) foi puri
ficado por Matyis et ali? (1975), a partir de material infectado de
Nicotiana glutinosa L. tendo sido verificado que a atividade infeecci
osa das preparagoes esta associada & presenca de particulas esferoidais
geminadas, com comprimento de 25 nm, diZmetro individual de 12-13 nm ,
nao encontradas em material sadio. Preparacoes parcialmente purifica-
das a partir de folhas de Datura stramonium e Physalis sp., infecta
das com o VMDT, apresentaram o mesmo tipo de particula. Conservadas
em camara fria (49C), essas preparacoes permancceram biologicamente
ativas por um periodo de 8 dias.

Matyis et aqli? (1976), em estudos de morfologia de vi-
rus transmitido por mosca-branca, observaram que uma das particulas do
virus geminado possui contorno hexagonal e a outra apresenta CORtorno
pentagonal,

Utilizando fracoes de VMDT purificado pela técnica do
butanol e precipitagao por polietilenoglicol, Matyis (1979) realizou
testes preliminares com orcinal e difenilamina, obtende evidéncia da
presenga de RNA nas preparacgoes; contudo, considerou que o processo de
purifica¢ao foi realizado com um minimo de operacGes para permitir a-
firmar com seguranga qual a natureza do acido nucleico do VMDT.

Com inoculo obtido de folhas de hospedeira infectada,
extraido em presenca de tampac fosfato de sodio e potassio 0,02M pH

7,0 contendo sulfito de sodio 0,02M, Garcia et alii (1980) realizaram



testes de inativagao teérmica do VMDT e os resultados indicaram que o pon
to de inativagao térmica desse virus estd entre 50 e 600C.

Em preparagoes rapidas feitas segundo a tdcnica do "leaf
dip", Vega e Costa (1979) observaram particulas dimeras de 30-32 nm de
comprimento,medindo cada componente 16-18 nm de diametro, em material de
folhas de glutinosa infectada com o VMDT. Essas particulas nao foram en
contradas em material sadio.

Matyis et alzi (1980) observaram inumeras particulas di-
meras no interior do nicleo de céiulas de glutinosa infectada com o VMDT.
Embora nao tenha sido possivel dimensionar tais particulas, ogs  autores
sugerem que as mesmas representam o virus. Nicleos de células sadias
nao apresentaram particulas semelhantes nas condigoes estudadas.

Garcia et alit (}980) realizaram estudos das proprieda—
des seroldogicas do VMDT, porém, nao consideraram satisfatdrios os  re-
sultados obtidos.

Segundo Costa (1976), o agente causal das moléstias de
plantas transmitidas por mosca-branca, particularmente pela B, tabact,
esta parcialmente determinado, sendo provavel que a morfologia geminada
associada com infectividade seja a forma predominante para os agentes
transmitidos por esse vetor.

Os trabalhosg ae Sharp and Wolf (1949) foram os primeiros
a isolar o agente causal de moléstia transmitida pela mosca-branca a
partir de plantas de WNicotiana tabacum L. infectadas com o virus do
"leaf curl" proveniente da Venezuela. Preparacgoes parcialmente purifica
das apresentaram particulas alongadas. Os mesmos pesquisadores  (1951)
esclareceran que tais particulas eram resultantes da contaminagao com
o virus do mosaico comm do fumo e descreveram o virus do "leaf-curl" co

mo particulas esferoidais com 39 nm de diametro; entretanto, ensaios



no sentido de se reproduzir a moléstia a partir dessas preparagoes nao
foram mencionados.

Sun (1964) observou particulas esferoidais de 80 mm em
secgoes ultrafinas de cloroplastos de Abutilon strictum infectado
com o mosaico do Abutilon, nao presentes em folhas sadias normais.

Kitajima e Costa (1974) descreveram particulas de  20-
25 nm de diametro no I{men de vasos de floema de folhas de muitas es
pecies de plantas infectadas por moléstias transmitidas pela B. taba-
et. Utilizaram plantas de Sida sp. infectadas pelo virus do mosaico
do Abutilon e plantas de feijdo infectadas pelo virus do mosaico doura
do do feijoeiro. FEm plantas sadias, nao foram vistas semelhantes par-
ticulas.

Segundo Bock et ali? (1974) particulas ligadas aos pa
res, medindo 20 X 30 nm, foram observadas em preparacoes do virus la-
tente da mandioca, transmitido pela mosca-branca.

Galvez et qlii (1975) trabalhando com dois isolados do
virus do mosaico dourado do feijoeiro (VMDF), um obtido da Coldmbia e
outro de El Sal%ador, obtiveram fracoes purificadas que continham nume
rosas particulas ligadas medindo cerca de 32 X 19 nm. Concluiram que
tais particulas geminadés representam o virus tendo sido associados 4
infectividade exibida pelas preparagoes, quando inoculadas mecanicamen
te em plantas de feijao.

Matyis et qli? (1976) examinando preparagoes  purifi-
cadas do agente causal do mosaico da eufdorbia e mosaico dourado do
feijoeiro, observaram particulas dimeras com difimetro individual de
12 - 13 nm, sendo que uma das particulas exibiu contorno hexagonal e

a outra, pentagonal.



.Goodman et alit (1977) encontraram particulas geminadas
de 18 nm de diametro em extratos purificados de plantas inoculadas com
isolados de VMDF de Porto Rico. Amostras de fragoes centrifugadas em
gradiente de sacarose, mostraram—se infectivas quando inoculadas mecani
camente em plantas de feijao ou quando inoculadas pelo vetor alimentado
com tais preparacoes.

Embora particulas isométricas, esferoidais e geminadas
tenham sido associadas com moléstias transmitidas pela mosca-branca, in
dicando sua predominancia para os virus transmitidos por esse vetor,
alguns relatos de particulas alongadas ja foram feitos.

Hollings and Stone (1976) observaram particulas alonga-
das de 950 nm associadas ac mosqueado fraco da batata doce, na Africa.

Costa et qlii (1980) relatam a ocorrencia de particu-
las alongadas de 630-650 nm, associadas 4 molestia mosaico angular do
feijoeiro Jalo. Segundo os autores, morfologicamente, esse virus per
tence ao grupo S da batata ("carnation laten virus group, carlavirus').

Sela et ali? (1980) observaram em preparacoes purifica-

"cucumber vein yellowing virus" transmitido pela B. tabaci Genn.

das do
particulas alongadas de 740-800 X 15-18 nm.

Com referencia 3 investigacao serologica, poucos sdo os
relatos feitos ate o momento: Bird et aléi (1978) informam que o gru-
po de pesquisadores da Colombia, liderados pelo Dr. Guilhermo Galvez,ob
tiveram sucesso no preparo de antissoro. para o virus do mosaico dourado

do feijoeiro. Bock et alii(1978) prepararam antissoro para o virus la-

tente da mandioca, transmitido também pela B. tabact.



4, MATERIAL E METODOS
4.1. Fonte de virus

Plantas de Nicotiana glutinosa L. (glutinosa) e Nicotia-
na tabacum L. cv Turkish com o fator necrotico N que localiza o virus
do mosaico do fumo (TMV), apresentando tres a cinco folhas, foram inocu-
ladas mecanicamente com o isolado de VMDT mantido na Secgao de Virologia
do Instituto Agronomico de Campinas, que se caracteriza por causar amare
lecimento das nervuras (yellow net) em folhas de fumo, praticamente sem
afetar areas do parenquima. Folhas com sintomas sisteémicos foram colhi-
das e utilizadas nos processos de purificacao.

Plantas de glutinosa e fumo infectadas com o VMDT por en

xertia foram tambem empregadas como fonte de virus.
4.2. Técnicas de Purificacao

As tecnicas de purificagao utilizadas foram: Eter—tetra-
cloreto de carbono, xilol, butanol, eliminacao dos cloroplastos e polie-
tilenoglicol, baseadas nos varios métodos de purificacao de fitovirus ei
tados por Noordam (1973).

As centrifugagoes foram feitas em ultracentrifuga prepara

tiva Beckman L5-65, utilizando-se os rotores 30 (R 30) e SW 25.2 (SW25).



4.2.1. Purificagao do VMDT pela técnica do &ter-tetra

cloreto de carbono

Folhas recém colhidas (80-100g) foram homogeneizadas num
liquidificador em presenca de tampao fosfato 0,02M pH 7,0 e sulfito de
sodio 0,02M (TF) (2ml TP/g de folha). O suco obtido foi filtrado em pa~
no de morim duplo. Em seguida, adicionou-se &ter-etilico ao suco na
proporcao de 1:1 (v/v) e o material permaneceu em agitacao por 20 min.
Eliminou-se a fase etérea com o auxilio de funil separador e a fase aquo
sa (FA-1) adicionou-se tetracloreto de carbono na proporcao de 1/3 do
volume do eter adicionado ao filtrade. Apbs agitar por 2 min, elimi-
nou-se a fase contendo tetracloreto de carbono e a fase aquosa foi  en-
tao centrifugada duraﬁte 10 min a 5.000 rpm no R30. O sedimento (PET-
1) foi descartado e o sobrenadante (LSET~1) foi.centrifugado durante 90
min a 26.000 rpm no R30. Obteve-se um "pellet” (PET-~2) que foi dissolvi
do em TF e a seguir centrifugado durante 10 min a 5.000 rpm no R30. Apos
eliminar o sedimento (PET-3), submeteu-se o liquido sobrenadante a uma
ultracentrifugacao em gradiente de densidade em sacarose (GD) (Esquema 1) .

0 gradiente de sacarose foi preparado segundo Brakke
(1960) : volumes de 2,8, 2,8, 2,8 e 1,6 ml respectivamente de  solugoes
de sacarose nas concentragoes 40, 30, 20 e 107 foram colocadas em tubos
do rotor SW25 (75 X 25 mm)e os tubos foram mantidos em repouso por 24 h
em camara fria (49C) para formacao do gradiente.

Para a centrifugacao em gradiente de densidade de sacaro-
se, foram colocados 0,5 ml da fragao LSET-3 na superficie de cada tubo
de GD e o material foi centrifugado durante 120 min a 26.000 rpm. Forma
raé—se tres bandas opalescentes GET-1, GET-2 e GET-3 que foram coleta-

das e reservadas em pequenos frascos. Com base nos resultados obtidos



Esquema 1 - Fages da purificacao do VMDT segundo a tecnica do eter-—te-

tracloreto de carbono

Folhas recem colhidas
+ tampao
liquidificador 2 min

y
Filtrar

\
Suco
Descartar

+ ater etilico

J agitar 20 min
L '

¥E PA-1

+ CCl4

. agitar 2 min

y N
Feel, FA-2

10 min - 5.000 ¥pm - R 30

PET~1 LSET-1

J -90 min - 26.000 rpm - R 30
LSET~2 \
PET~2

+ tampao

J 10 min - 5.000 rpm - R 30
PET-3 LSET-3
Gradiente

120 min - 26.000 rpm - SW 25.2

'

Bandas GET-1, GET-2 e GET-3



‘por Matyis et alii (1975), considerou-se a banda superior (GDET-1)} co-
mo fracao purificada do virus, sendo empregada. no preparo de antissoro

¢ em testes biologicos e seroldgicos.

4.2.2, Purificagao do VMDT pela técnica do xilol

Folhas recem colhidas (80~100g) foram homogeneizadas
em liquidificador ' em presenca de TF (2ml TF/g de folha), a seguir, o
material foi filtrado em pano de morim duplo (esquema 2). Ao suco, acres
centou-se xilol na concentragao‘de 7% em relagao ao volume do suco fil-
trado. Apds 60 min em agitagao constante o material foi centrifugado por
10 min a 5.000 rpm no R 30. O sedimento resultante (PX-1) foil descartado
e o sobrenadante (LSX-1) fol submetido a uma ultracentrifugacac por 90
min a 29.000 rpm no R30. Eliminou~se o sobrenadante (LSX~2) e o "pel-
let" (PX-2) foi dissolvido em TF. Ap0s centrifugacao por 20 min a
5.000 rpm no R 30 obteve-se um sedimento (P¥-3) que foi eliminado e um
sobrenadante (LSX-3) considerada como a fragao purificada do virus, uti-

lizada no preparo de AS e em estudos de morfologia.

4.2.3. Purificacdo do VMDT pela técnica do butanol

Folhas recem colhidas (100g) forém homogeneizadas em 1li-
quidificador em presenca de TF (2m TF/g de folha) (esquema 3)., 0 mate-
rial foi filtrado em panc de morim e ao suco obtido adicionou-se 7% de
n-butanol. Apds 60 min em agitago, procedeu-se uma baixa centrifugacao
por 20 min a 5.000 rpm no R 30. O sedimento (PB-1) foi descartado e o
sobrenadante (LSB-1) foi submetido a uma ultracentrifugagﬁo por 90 min a
26.000 rpm no R 30; eliminou~se o sobrenadante (LSB-2) e o "pellet" (PB-2)

foi ressuspendido em TF para depois ser centrifugado por 20 min a 5.000



Esquema 2 - Fases da purificacaoc do VMDT segundo a técnica do xilol

Folhas recém colhidasg

+ tampao
liquidificador 2 min
\
Filtrar
SuCo
+ xilel 7% do vol. do suco
Descartar 60 min em agitacdo
10 min - 5.000 rpm - R 30
. LSX-1
90 min - 26.000 rpm -~ R 30
4
Yoy X
Lsx-2 —_
+ tampao
20 min - 5,000 rpm - R 30
o
PX-3

LSX~3



Esquema 3 - Fases da purificagao do VMDT segundo a tecnica do butanol

Folhas recem colhidas

+ tampao
| liquidificador 2 min
Filtrar
Suco
+ n-butanel 7% de vol. do suco
Descartar 60 min em. agitacao
20 min ~ 5,000 rpm - R 30
N\ \
PB-1 LSB-1
%0 min - 26.000 rpm - R 30
Y582 P52

+ tampao

20 min - 5.000 rpm - R 30

PB~-3 . 15B8~3



rpm no R 30. O sobrenadante obtido (LSB-3) foi considerado fracao puri
ficada do virus e foi utilizado no preparo de AS em estudos - biolGgicos

e serologicos.

4.2.4. Purificagdo do VMDT pela tdcnica de alimina-

cao de cloroplastos

Para eliminagao dos cloroplastos, folhas recem colhidas
(100g) foram homogeneizadas num liquidificador em presenca de solucao de
sacarose 0,5M em Agua destilada (esquema 4). O material foi filtrado
em pano de morim duplo e o suéo foi centrifugado por 1 min a 2.000 Trpm
no R 30. O sedimento (PCH~1) foi descartado e o sobrenadante (Lscu-1)
foi centrifugado durante 5 min a 5.000 rpm no R 30. Apos essa centrifuga
cao, descartou-se o precipitado (PCH-2) e o sobrenadante (LSCH-2) foi
considerado livre de grande parte de cloroplastos-

Em seguida, ao sobrenadante (LSCH-zj foi adicionado igual
volume de éter etilico, deixando-se o material em agitagao por 20 min. A
fase atérea (FE) foi eliminada através de um funil separador e a fase
aquosa (FA~1) acrescentou-se tetracloreto de carbono numa proporgao de
1/3 do volume do éter adicionado anteriormente ao sobrenadante (LSCH-1).
Apds agitar por 2 min, separou-se a fase contendo tetracloreto (FCCL-4)
em funil separador e a fase aquosa (FA-2) foi centrifugada por 20 min a
5.000 rpm no R 30. O sedimento (PCH~3) foi descartado e 0  sobrenadante
(LSCH-3) foi submetido a uma ultracentrifugagao por 90 min 2 26,000 rpm
no R 30. 0 "pellet" (PCH-4) ressuspendido em TF foi considerado virus
purificado, sendo empregado no preparo de antissoro e em testes biologi

cos e serologicos.



Esquema 4 - Fases da purificacao do VMDT segundo a tecnica da eliminagao

dos cloroplastos

Folhas recem colhidas

- + solugao sacarose 0,5M
liquidificador 2 min
\
Filtrar
Suco 1 min - 2.000 rpm - R 30
Descartar

J LSCH-1
PeH-1 5 min - 5.000 rpm - R 30
J LSCH~2
PCH-2 + eter etilico

agitar 20 min

v N
FE FA-1
+ CCl4

3 A 'agitar 2 min
FCCl4 FA-2

20 min - 5.000 rpm - R 30
y \
PCH-3 LSCH-3

90 min - 26.000 rpm - R 30

H%CH~4 PCH-4



4.2.5. Purificagao do VMDT pela técnica do polietile-

noglicol

Folhas recem colhidas (120g) foram homogeneizadas em .1i-
quidificador em presenca de TF (esquema 5). Apds filtrar em pano de mo
rim duplo, adicionou-se ao suco obtide 7% de solugao contendo n-butanol
e clorofornio em partes iguais. O material permaneceu em agitagao cons
Lante durante 60 min, sendo, a seguir; centrifugado por 20 min a  5.000
rpm no R 30; eliminou-se o sedimento (PPG-1) e o 1iquido sobrenadante
(LSPG-1) foi submetido a tratamento com polietilenoglicol (Carbowax
6.000) a 107 mais cloreto de sodio 0,25M, permanecendo em repouso por um
neite em camara fria (49C). Centrifugou-se o material por 15 min a
10.000 rpm no R 30 em temperatura que nao ultrapassou 49C. O  sobrena-
dante (LSPG-2) foi descartado e o_sedimento (PPG?Z) fol ressuspendido em
IF, sendo essa fragao centrifugada por 20 min a 5.000 rpm no R 30. O se-
dimento obtido (PPG-3) foi descartado e o sobrenadante (SPG-3) foi con
siderado virus’purificado sendo utilizado no preparo de AS e em testes

biologicos e seroldgicos.

4.3. Avaliagao da eficiéncia das técnicas de purificacao
4.3.1. Infectividade das preparacoes de VMDT

Plantas de glutinosa e fumo apresentando 3 a 5 folhas fo-
ram inoculadas mecanicamente com as fragoes finais obtidas nos processos

de purificagao do VDT, para verificar a atividade biologica.
4.3.2, Microscopia eletrdnica

- —~ - - .
Aliquotas das fragoes finas obtidas nos diferentes proces-
s0s de purificagao do VMDT foram observadas ao microscopio eletronico
Siemens Elmiskop I, pela teécnica de contrastacao negativa, segundo Brenner

and Horme (1959).



Esquema 5 -~ Fases da purificagac do VMDT segundo a técnica do polieti-

lenoglicol

Folhas recem colhidas

+ tampao
liquidificador 2 min

\
Filtrar

N

Suco

+ n-butanol-cloroformio (7%)
60 min em agitacao
20 min - 5.000 rpm - R 30

Descartar

A -
oot LSPG-1

+ 10Z PEG

0,25M NaCl
repouso -~ 49C - 18 a 24 h

15 min - 10.000 rpm - R 30

PSPG-2 PPG-2

+ tampao

20 min - 5.000 rpm -~ R 30

PPG-3

SPG~3



4.3.3. Testes seroldgicos

Testes serologicos de dupla difusio em agar com o antisso
TOo AS“VMDT*ZZO que apresenta apenas reacao com componentes normais das
células hospedeiras foram utilizados para avaliar a pureza das  fragoes
finais de cada processo de pufificagao, empregadas como antigeno no pre-
parc de antissores.

Os antissoros preparados com as fragoes finais de cada
processo de purificacac foram testados em dupla difusao em agar com anti
genos de folhas de hospedeiras de glutinesa e fumo infectadas com o
VMDT e sadias, visando observar diferenca seroldgica entre planta sadia

e doente.

4.4. Preparo de antissoros

Coelhos, pesando ém media 3 kg, foram injetados com prepa
ragoes de VMDT purificado segundo as diferengas técnicas descritas (Es
quémas 1 a 5). Os animais foram submetidos aos esquemas de  imunizagao
indicados no Quadro 1, apds sangria para obtengao de soro normal  (SN).
Tanto os SN como os AS foram colocados em frascos de plastico (Iml/fras—
co) e, apds a adicZo de azida sbdica (1:5.000), foram conservados em con

gelador (~209¢).

4.4.1. Esquemas de imunizacio
Esquema A - os animais receberam tres injecoes intraveno
sas (iv) de 0,5ml de antigeno em dias alter—
nados. Quinze dias apds a 12 injegio intra
venosa foi feita 1 injecao no linfonodulo

(iln) de 0,5 ml de antigeno emulsionado em



Esquema B -

0,5 ml de adjuvante Freund incompleto., Du~
rante 30 dias apos a 12 injecao de antige-
no foram feitas sangrias diarias.

os coelhos receberam 2 doses de antigeno
(0,5m1) emulsionado em adjuvante Freund in
completo (0,5ml) com intervalo de 15 dias
e 3 injegoes intravenosas (0,5ml) de antigg

no em dias alternados. Durante 30 dias apos

a 1% injecao foram feitas sangrias diarias,

4.4.2. Utilizando preparacOes purificadas do  VMDT

foram pr

eparados o0s seguintes antissoros:

Cadigo do Esquema de Antigeno utilizado na imunizacao
Antissoro imunizagao Fragao Técnica de purificagao
AS-VMDT-220 B LEX-3 Xilol

AS-VMDT-225 B PCH-4 Eliminagao dos cloroplastos
AS-VMDT-228 B " "

AS-VMDT—229 A GET-1 Eter-tetracloreto de carbono
AS-VMDT-230 A LSB~3 Butanol

AS-VMDT-235 B " "

AS-VMDT-236 B 8PG-3 . Polietilenoglicol
AS-VMDT-237 B " | "

4.5. Titulo dos Antissoros

A determina

gao do titulo de cada antissoro foi feita

. testes de dupla difusao em agar.

enm
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Para os antissoros AS-VMDI-220, 225, 228, 229 230 e 235
os titulos foram determinados em relagao ao componente antigeénico da
planta hospedeira, contaminante presente nas preparacoes finais das
varias purificacdes do VMDT. A linha de precipitagao observada foi
denominada linha a de precipitacao,

Para os antissoros AS-VMDI~236 e 237 foram determinados
os titulos em relacdo ao componente normal das células hospedeiras (1i-
nha a de precipitacao) e em relagdo ao virus. A linha de precipitacao

obtida para o VMDT foi denominada linha b de precipitacio.

4.6. Testes seroldgicos com varios antigenos

4.6.1. Fragoes finais das purificacgoes do VMDT

As fragoes obtidas segundo as técnicas de purificagao do
xilol (LSX-3), eliminacao dos cléroplastos (PCH-4), eter~tetracloreto de
carbono (GET-1), butanol (LSB-3) e polietilenoglicol (SPG-3) foram uti-
lizadas como antigenos em testes serologicos de dupla difusdo em Agar
com o antissoro AS-VMDT-220 para verificar a presenca do componente nor
mal das células hospedeiras. Suco bruto de folhas de glutinosa e fumo

serviram como controle.

4.6.2. Suco de plantas hospedeiras

Suco bruto de folhas de glutinosa e fumo sadias e infec-
tadas com VMDT foram empregados em testes serologicos de dupla difusao

em Agar com todos os antissoros preparados para verificar diferencas se

rologicas entre os antigenos de plantas sadias e infectadas.



4.6.3. Fragao do VMDT purificada pela técnica do po

lietilenoglicol

A fragao SPG-3 obtida na purificacao do VMDT segundo a
técnica do polietilenoglicol foi empregada em testes de dupla difusao
em agar para determinagao do titulo precipitante dos antissoros  AS-

VMDT-236 e AS~-VMDT-237.
4.7. Diagndstico seroldgico da presenca do VMDT

A fracao do VMDT purificada segundo a tecnica do polie
tilenoglicol (SPG-3) e suco bruto de folhas de glutinosa e fumo infec
tadas foram utilizados como antigeno em testes de dupla difusao
em agar para diagnosticar a presenca do VMDT. Os antissoros empre-
gados no diagndstico foram os AS-VMDT-236 e AS-VMDT-237.

Controles sadios foram incluidos, para permitir melhor

interpretagao dos resultados.



5. RESULTADOS
5.1. Purificacao do VMDT

As fragoes finais obtidas nas purificagoes do VMDT se-
gundo as tecnicas do xilol (LSX-3), eliminacao dos cloroplastos(PCH-4) ,
eter-tetracloreto de carbono (GET-1) e butanol (LSB=-3), descritas an-
teriormente (esquema 1 a 4), nZo foram infectivas quando inoculadas me
canicamente em plantas de WNicotiama glutinosa L. e N. tabacwn (Qua
dro 2). Observadas aoc microscbpio eletronico, nao apresentaram partjy
culas que pudessem representar o virus. Testes seroldgicos de dupla
difusao em agar com o antissoro AS-VMDT-220, que apresenta reacao posi
tiva com antYgeno de planta sadia, indicaram a presencga do componente
normal das celulas hospedeiras nessas preparagoes.

A fragao final obtida pela técnica do polietilenoglicol
(8PG-3), inoculada em plantas-teste de glutinosa e fumo, induziu o apa
recimento de sintomas do mosaico dourado do tomateiro (Quadro 2). Ob-
servadas ao microscopio eletrdonico, amostras dessa fracao, conservadas
em camara fria (49C) durante 10 dias, exibiram alta concentracio de
particulas simples de diZmetro em torno de 14 nm (Fig. 1). Os testes
seroldgicos feitos com o AS-VMDT-220, indicaram a presenga do componen

te normal das celulas hospedeiras na preparacho.



Quadro 2. Resultados dos testes de infectividade de fracoes do VMDT

purificado segundo varias t&cnicas

Plantas inoculadas (INO) e

Técnicas Fragao infectadas (INF)
inoculada Glutinosa Fumo
INO INF INO INF
Xilol LSX-3 2 0 1 0
Cloroplastos PCH-4 3 0 1 0
Eter—tetraclopg
to de carbono GET-1 2 0 2 0
butanol LSB-3 5 0 5 0
PEG Suco 6 6 3 3

PPG-2 ' 6 6 3 3

5PG-3 6 6 3 3




Fig. 1. Fotomicrofotografia eletronica em contrastacao ne
gativa de preparacao do VMDT purificado pela tec-
nica do polietilenoglicol (SPG-3) mantida em cama

ra fria (49C) durante 10 dias (139,800%) .



5.2. Titulo dos antissoros

A determinagao do titulo dos antissoros foi feita em tes
tes de dupla difusao em agar (Quadro 3).

0 titulo dos antissoros foi determinado em relagao ao
VMDY e ao componente normal das celulas hospedeiras. A linha de preci-
pitacao obtida com o antigeno de planta sadia foi denominada linha de
precipitagao a e a linha Oﬁtida com o VMDT foi denominada linha de pre
cipitagao b.

0 titulo maximo observado para o componente normal da
planta hospedeira foi 1:16 apresentado pelo antissoro AS-VMDT-236., O

mesmo antissoro apresentou titulo de 1:2 para o VMDT.
5.3. Testes seroldgicos com suco de plantas hospedeiras

Suco bruto de folhas de glutinosa e fumo sadias e infec-
tadas com VMDT foi utilizado como antigeno nos testes de dupla difusao
em agar com os antissoros preparados com as fragoes finais nos diferen-
tes processos de purificagao do VMDT.

0s testes mostraram que os antissoros AS-VMDT-220, 225,
228, 229, 230 e 235 apresentam reagao positiva tanto com antigeno de
planta sadia como infectada com o VMDT. A Fig. 2 mostra os resultados
obtidos nos testes com suco bruto de folhas de  fumo sadio e infec~
tado contra o antissoro AS-VMDT-220, evidenciando a preseng¢a apenas da
linha de precipitagao a.

Testes realizados com os antissoros AS-VMDT-236 apresen
taram resultados (Fig. 3 e 4) que permitem diferenciar antigeno de

planta sadia e infectada com o VMDT.
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Fig. 2. Linhas de precipitacao obtidas no teste sero+
logico de dupla difusao em agar com (1) suco
bruto de folhas de fumo sadioc e {3} infectado

com VMDT. O antissoro utilizado fol o AS-VMDT
220,



Fig. 3. Linhas de precipitacdo obtidas no teste sero-
logico de dupla difusao em agar com (1) suco
‘de folhas de fumo sadio e (2) infectado com
o VMDT. O antissoro empregado foi o AS-VMDT -
236,



Fig. 4. Linhas de precipitacao obtidas no teste sero-
1ogico de dupla difusao em agar com (2) suco
bruto de folhas de glutinosa infectada com
VMDT e (3) sadia. O antissoro utilizado foi
o AS-VMDT-236.



5.4. Testes seroldgicos com a fragdo do VMDT purificada

segundo a técnica do polietilenoglicol

A fragao final obtida na purificacdo do VMDT segundo a
tecnica do polietilenoglicol (SPG-3) apresentou reagao positiva em teg-
tes serologicos de dupla difusio em &gar com os antissoros AS—-VMDT- 236
e AS-VMDT-237 evidenciando a presenca de linha de precipitacao com 0
VMDT (linha de precipitagao b) (Fig. 5 e 6).

Os controles sadios incluidos nos testes permitiram ob-
servar a ocorrencia de reagac positiva também com componente normal da

planta hospedeira (linha de precipitagao a),

5.5. Diagnostico seroldgice da presenca do VMDT

No diagnbstico seroldgico da presenca do VMDT em suco bru
to de hospedeira de glutinosa e fumn infectades, apenas o AS-VMDT-236 a
presentou resultados satisfatdrios que permitem observar diferenga sero-
16gica entre antigeno de planta infectada e controle sadio (Fig., 3 e 4).

Utilizando-se como antIgeno preparacao de VMDT obtida
segundo a técnica do polietilenoglicol, foi possivel evidenciar a pre-
senga do virus em testes de dupla difusﬁé com os antissoros AS-VMDT-236
e AS-VMDT-237.

Em todos os testes em que se utilizou como antigeno pre~
paragoes de VMDT purificadas segundo a tecnica do polietilenoglicol e os
antissoros AS-VMDT-236 e AS-VMDT-237, foi possivel observar a linha de

precipitagﬁolg decisiva no diagnostico da presenga do VMDT (Fig.5 e 6).



"i"i‘g. 5. Testes serologicos de dupla difusho em agar com

(;_1) suco de folhas de glutinosa sadia e (4) e
(5) preparacgao purificada de VMDT (82G-3). 0 an
tissoro utilizado foi AS-VMDT-236.



Fig. 6. Linhas de precipitacao observadas em testes sero-
1ogicos de dupla difusZo em agar com (1) suco bru
to de folhas de fumo sadio e (2) fracio (SPG-3)
purificada segundo a técnica do polietilenogliicol.
0 antissoro empregado foi o AS-VMDT-237.



6. DISCUSSAOD

Embora sejam muitas as tecnicas e metodos ja descritos
em trabalhos de purificacao de virus de plantés, nem sempre S§e obtém
os reéultados desejados, sendo, muitas vezes, necessaria a introdugao
de algumas variacoes e adaptacoes para o material a ser estudado.

Variag tecnicas foram adotadas na purificacao do  VMDT
{(esquemas 1 a 5) e os resultados indicaram que o metodo do xilol, buta-
nol, éter—tetracloreto de carbono e eliminagdo de cloroplastos inte-
gros nao sao adequados para esse virus. As fragoes finais obtidas se-
- gundo esses esquemas nao foram infectivas nem apresentaram qualquer ti
po de particula e os antissoros com elas preparados apresentaram rea-
¢do positiva apenas com o componente normal da planta hospedeira.

A fragao final obtida segundo a tecnica do polietileno
glicol mostrou ser infectiva quando inoculada mecanicamente em plan—
tas-teste e apresentou alta concentracao de particulas simples com
diametro em torno de 14 nm.

‘A tecnica do polietilenoglicol, alem de apresentar bons
resultados com relagao a preservagao da atividade bioldgica e seroldgi-

ca do VMDT, & um método simples sem muitas operacoes e que permite



-

‘obter, num curto periodo, uma preparagao de pureza e concentragao  sa-
tisfatorias para o preparo de antissoros.

Com referéncia a morfologia das particulas observadas
nas nossas preparagoes de VMDT, acreditamos nao ser essa forma simples
a que representa o virus. Relatos e trabalhos anteriores de Matyis et
alii (1975), mostraram com muitas evidencias que a infectividade da
preparagao estz  associada 3 forma geminada. Observagoes  semelhan-
tes foram feitas por Galvez e Castano (1976), quando estudaram o virus
do mosaico dourado do feijoeiro (VMDT) que apresenta também morfologia
geminada; segundo esses autores, a dissociagdo das particulas resulta
no totallperda de infectividade,

As observagoes de Vega e Costa (1979) que encontram par—
ticulas geminadas em preparagoes feitas segundo a tecnica do"leaf dip",
e os trabalhos de Matyis et ali?Z (1980), que observaram particulas
dimeras no niicleo de células infectadas com o VMDT, contribuem direta
mente para a aceitagao de que as particulas geminadas devem representar
o virus do mosaico dourado do tomateiro (VMDT) . |

Ponto importante a ser determinado & se a infectividade
do VYMDT esta dependente de particulas geminadas ou se, mesmo separadas,
permanecem infectivas. Nossos resultados nae permitem abordar esse
aspecto, pois, as preparagoes que apresentaram particulas simples nio
foram utilizadas em testes biologicos. Costa (1976) cita que prepara-
¢oes purificadas do VMDT mostraram-se ainda infectivas apos 8 dias a
49C, porém, observagoes ao microscopio eletronico dessas fragoes nao

foram mencionadas.



A explicagao mais viavel para a discordancia dos nossos
resultados em relagao aos citados em literatura & que durante a conser—
vagao da fragao purificada do VMDT em camara fria, alteragoes ocorreram
e as particulas dimeras se dissociaram e passaram a constituir comple-
X0s com nimero variado de componentes como se observa na Fig. 1,

Goodman et alif (1977) acreditam que as particulas do
VMDF sejam simples e que as técnicas de purificacao e fixagao para fins
de microscopia eletronica sejam responsaveis pelas formas dimeras ou
mesmo trimeras, baseados em observacoes que fizeram quando estudaram o
virus do mosaico dourado do feijoeiro em preparagoes purificadas. Para
0s autores, particulas geminadas seriam resultantes da fixacao com for-
maldeido ou glutaraldeldo.

Os intmeros relatos da ocorréncia de formas dimeras asso
ciadas aos agentes de mol@stias transmitidas pela mosca-branca Bemisiq
tabact, tanto em preparagoes purificadas como em observagoes feitas em
seccoes ultrafinas de material infectado, conforme citam Kim et alit
(1978) e Kim and Flores (1979) nos levam a aceitar, sem qualquer davi-
da, que a morfologia dimera representa a forma predominante dentro do
complexo grupo de fitovirus associado aquele inseto vetor, nao sendo
essa forma decorrente de técnicas de fixagdo purificagao empregadas.

Na investigagao serologica, os resultados atendem aos
objetivos inicialmente propostos; apos inUmeras tentativas, foi posgi
vel obter antissoros que permitem diagnosticar a presenga do virus
do mosaico dourado do tomateiro. Resultados nao satisfatorios ante
riormente observados devem ser atribuldos 3 ausencia de particulas de
virus nas preparagoes empregadas como antigeno imunizante, em concentra

¢ao suficiente para promover produgao de anticorpos especificos.



A avaliacao serologica da eficiéncia das varias técnicas
de purificacgao empregadas mostrou que a téénica do polietilenoglicol &
indicada no preparo de antissoros. Constatou-se nos testes seroldgicos
que essa  tecnica promove também a precipitacdo de grande quantidade
de material das celulas hospedeiras e, principalmente, quando & feita
preparagao de material infectado com o VMDT, pois ha indicagoes  segu-
ras de que esse virus induz aumento considerivel do contamipante antige
nico, provavelmente a "Fraction-1 protein" mencionada por Regenmortel
(1964).

As amostras diarias das sangrias feitas durante o prepa-
Yo dos aﬁtissoros para o VMDT estao sendo empregadas tambem em estudos
do comportamento antigémico dessa fragdo, a fim de se obter dados que
permitam, futuramente, proceder purificagoes que fornecam antigenos

com maior pureza.



7. CONCLUSOES

1.

3.

A tecnica do polietilenoglicol apresentou resultados que permitem
considera-la como um método eficiente na purificacao do virus do
mogaico dourado do tomateiro (VMDT).

O VMDT precipitado segundo a tecnica do polietilenoglicol conser
va suas propriedades biologicas e antigenicas.

Fragao consideravel do componente normal das calulas hospedeiras
& também precipitada e concentrada pela técnica do polietilenogli
col.

Resultados negativos no diagndstico da presenca do VMDT em  suco
bruto de folhas de hospedeira de glutinosa e fumo ndo devem ser
considerados definitivos.

A fragao obtida pela técnica do polietilenoglicol a partir de ma
terial de hospedeira de fumo e glutinosa permite um diagndstico
serologico da présenga do VMDT, podendo os resultados serem consi

derados conclusivos,

Os antissoros preparados para o VMDT poderao, eventualmente, con-

tribuir para estudos das relagoes entre esse agente transmitido

pela mosca-branca Bemisia tabaci e outros do mesmo complexo, que

apresentam aleumas semelhancaea.



8. SUMMARY

TITLE: "TOMATO GOLDEN MOSAIC VIRUS (TGMV} PURIFICATION
AND SEROLOGY"

In order to prepare specific antisera to the tomato
golden mosaic virus (TGMV), a whytefly—transmitﬁed agent, five puri-
fication methods were tried. The techniques used in this work were:
xylol, carbon tetrachloride, butanol, chloroplasts elimination, and
polyethylene glycol.

Bic-assays and serological tests have shown that the
polyethylene glycol technique was the best for purification. It was
carried out, as follows: infected leaves of Viecotiana glutinosa L.
and N. tabacum L. were homogenized in 0.02M potassium phosphate
buffer at pH 7.0 plus 0.02M ﬁa2803; the clarification was carried
out with 77 chloroform combined with n~butanol apd TGMV precipitated
with 10% PEG (Carbowax—-6.000}-0.25M NaCl, followed by low-speed cen-

trifugation.

TCMV is an immunogenic virus type and double diffusion
tests performed with purified preparations against their antisera

showed a precipitin line (line b), seen in Fig. 5,6.
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