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I. RELACAD DAS PLANTAS E

MICRUORGANISMOS

-
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.
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Phytolaoccs decandra L.

Phytolacca ssculenta L.

Phytolacega rigida Small
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pimenteira doce

melancia
melao
pepino
moranga
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NOME CIENTIFICO

Prunus avium L. Wk & ® B 8 G 3w omEEIDERNDE

Prunus domestica L. AB 4 b eitrs e s

Prunus persicae Batsch. amebsececos

Rhus saemialata Murr. “rcasrasaesas

RUbUS idaeus L. R ¥ 4 % B8 N MO B3I RN R

Solanum tubsrosum L. s e ks on s tan ke
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Bacillus radigbacter Beilj. & van Deld

Bacilluys uniflagellatus Mann.
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NOME VULGAR

cerejeira
ameixeires
pessegueirn
framboesa

batatinha, batata
inglesa

gspinafre

gspinafre da Nova
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caupi

Phytomonas tumefaciens {= Agrobacterium tumefaciens]) {E.F.5n

Rhacodiella castansae Peyr.

Asparglllus Fflavus Link.

Agspergillus niger van Tisgh

Neurospora crassa Shear & Dodges

Neurospora sitophila Sheer & Dodge

Physarum polycephalum Schw.

Phytophthora infestans (Mont.} d By

Sagcharomyces cerevisae Mayen

Trichothecium roseum Link.

% Townl Coann.
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1. INTRODUGCAD

Os estudos sohre os Inibldores neturais presentes em extra-~
tos de plentas, & gque agem sobre os virus fitopatogénicos,
retardando, inibindo ou paralisando & replicac2o dos mesmos,
san importantes sob varics aspectos dentro de campo da Vire

logia Vegetal.

Na maioria das vezes, o insucessc nas transmissoes mecani-
cas de virus filtopatogénicos esta relacionade a presenca de
inibhidores nas plantas hospedeiras cu nas usadas como Tonte

de indculo.

Um melhor conhecimento da natureza quimice = do mecanismo
de agao destas substancias schre os virus cu sobre os hospe
deiros facilitaria, sem ddvida, os trabhalhos sobre a trans-
missac mecanica de certos virus, tidos, até hoje, como naoc

transmissiveis por suco.

Outro aspecto importante & o que trata de purificagdo de vi
rys. Como no caso anterior, a presenga de inibidores. nos
gxtratos de plantas, pode interferir nos trabalhos de puri-
ficagado. 0 conhecimento das caracteristicas desses inibido
res possibilitaria o emprego de substancias especificas ca-
pazes de bloguear a acao dos inibidores, ou, de metodos Fi-
sico~quimicos capezes de retiréd-ics do meio de suspsnsao do

r
ViTUs .

Um terceiro aspecto a ser considerado € o gue se rsfere a
possitilidade de se descobrir, gnire as substancias presen-

tes 2m extratos de plantas, uma gug seja altamente eficien-



~

- T

te no combate aos virus de vegeteis, sem ssr fitotdxica, e
que pudesse ser empregada, na pratica, como um meio de con-~
trole as viroses. Um amplo conhecimento das caracteristi-
cas e da natureza quimice dos inibidores, traria a possibi-
lidade dos mesmos poderem ser sinteticamente produzidos, enm
larga escala e por baixc custo, para gue tivessem aplicabi-

lidade pratica.

Abutilon striatum Dicks, conhecide vulgarmente por Abudelodn

ou Abdtileom, & uma plante ornamental pertencente a famflie
Malveceae. ex&tica ao Brasil, e suscetivel & doengas causa~
das por virus, entre as guais, ao mosaico do abUtilom{ANMV),
cujo sintoma € uma variegacgéc intensa do tipo mosalco (COS-
TA, 1855}. FLORES gt al. (1867), estudando a possibilidads
de transmnitir mecanicamente o AMV para plantas de A, siria-

tum & malva [Malva parviflore L.}, verificaram gue o insu =

cesso de seus experimentos sra devido 2 agac inibidora dao
extrato de faolhas de ebGtilom. No mesmo trabalho, os auto-
res demonstiraram gue @sse extrato epia tambem sobre o virus
do mosaico do fume {(TMVY, reduzindo consideravelments a sya

infectividads em plantas de glutinocsa (MNicotianpa glutinosa

[ Tanto o extrato de plantas sadias como ¢ de plantas in

fectadas pelo AMV demonstraram possuir essa acac inibidora.

C aprimoramento do metodo de extragac e purificagaoc da subs
tancia inibidora presente em extratos de folhas de abdti-
lom; o efelts de diversos tratemsntos spobre o inibidor: c
gstudo das principaeis ceractsristicas e da natureza quimica
do mesmo: o comportamento da mistura inibider-TMV sob acao
de diferentes tratamentos; o provavel mecanismo de agao do
inibidor sobre a replicagéc de diverscs virus cu sobre a ex
pressac dos sintomas causados pelos mesmos nas nplantas hos-

pedeiras, foram os principais cbjetivos da pressnte tese.



Z. REVISAT OA LITERATURA

2.1. Pressnca de inibidores de virus em plantas superiores

Sggundo BAWDEN {1354}, os trabalhos que deram as primeiras
indicagoes de que extratos de certas plantas pudessem con-
ter substidncias inibidoras de virus, foram realizados com

Phytolacca decandra L., conhegcida vulgarmente em nosso meilo

como carury de cacho, guaiscc ou uva americana. Assim,
ALLARD (1818) naoc cbteve sucesso ao tentar transmitir meca-
nicamente o virus causador de sintomas de mosaicoc em plan

tas de P.decandra para plantas de fumo ( Nigotianma +fabacum

L. } e vice-versa verificando, sntretanto, gue sra possivel
reproduzir sintomas idénticos de mosaico em plantas de P
degandra, guando rstas eram inoculadas com suco de plantas

de mesma sspeécie apresentando sintomas de mosaico.

DOOLITLE & WALKER (1925}, nao conseguiram transmitir, meca-
nicamente, o virus do mosaico do pepinc (CMV) de plantas de

P.decandra para plantas sadias de pepino {(Cucumis sativus

U Entretanto, guandc usaram afideos, como vetor, a trans
missao pode ser feita com Sxito. DUGGAR & ARMSTRONG (1925)
demonstraram gus a transmissao mecanice nao ocerria devido
a presenga d= substancias inibidoras presentes no suco de
plantas de P.decandra. GRANT (13834), trahalhando com suco &

diversas plantas, verificou gue a infectividade de TMV =ara
imediataments anuleda quando ss adicionava aoc ingculsc suco
de plantas de P.rigida Small. JOHNSON (1838, 1941} e FUL-
TON (19843) estudaram algumas caracteristicas desss substéan-
cia 2, KASSANIS & KLECZKOWSKI (1248) consegulram lsclar e

identificar um inipidor extraide de P.esculenta L.. Segundo

estes autores o Inlbidor - uma glicoproteina - mostrou-se 2

tive sobre os virus TMV, CMV, da necrose do fumo (TNV) & o



"hushy stunt” do tomateiro (TBSV].

KUNTZ & WALKER (1947) verificeram gue o extratc de folhas de

gspinafre (Spinacia oleracea L.} inibia a infgctividade dos

virus TMV, CMV, A do repolho, da mancha anuler do fumo{TRSV]
da mancha anular necrdtica da batata (NPRSV), s da mancha a-
nular latente da batata (LPRSV]). Segundoc sstes autores o ex
tratec de espinafre conteria, provavslmente, dois cemponentes
inibidmres, um dos quails termolabhil, gue agirias sobre o TMY
e o ocutro, termoestavel, ativo sobre o virus A do repolho.
BLASZCZAK gt al. (1958) tambem demonstraram gue © SUCO de

plantas de espinafre da variedade Bloomsdale inibias am cerca

de 90% & infsctividade do virus X da betata {(PVX]), guaendo 1i-

noculado em gonfrena (Coemphrena globosa L.J.

Com relacac & presenca de inibidores em extrateos de plantas
pertencentes & fam{lia Reosaceae, BAWDEN & KLECZKOWSKI (1845)
demanstraram a existéncia de uma ecao inibidora sobre o THMV
g atribuiram a mesma, & presenga de taninos nos extratos de

plantas de morango (Fragaria vesca L.} e de frambossa (Rubus

idageus L.}. 0OUs autores sugeriram, inclusive, gue ssses teni
nos foszem 05 responsaveis pelos insucesscs na transmissécmg
canica dos virus ocorrentes em certas rosaceas. THRESH(1858)
relatou a inibigac dos virus TMV s TNV, guandc em presenga de
extratos de folhas de morangueirc, de framboesa ou de acido
tanico obtidoc de galhas produzidas por aff{decs, em folhas de
Rhus semialata Murr. CADMAN  {1858) estudou o efeito de ex-

tratos de folhas de pessegueiro (Prunus persices Batsch.) s

macielra (Plrus malus L.}, serejeira (Prunus avium L.J), ameil

xeira {(Prunugs domestica L.}, morangusiroc e de plantas de

framboesa sobre a infectividade de diversos virus, dando es-
pecial énfase a agao sobre o virus do ansel necrdticc da heta
ta (PRMNV}, uma vez gue sste apresentou-se meis intensamanted

nibido pelaes substanciaes tanicas presentes nos extratos en-



saladoss.

Van der WANT (1851], na Holanda, verificou a existancia, em

suco de plantas sadias de crave {(Dianthus caryophyllus L.},

de um fator capaz de 1nibir a transmissao do TNV para plan-

tas de Gravo ou de D.barbatus L., do TMY para plantas de

glutinosa e, de cértos virus do grupo “rattle” para plantas
de fumo. Esse inibidar.pogéria ser a tausa das dificulda -
des encontradas ne transmissdoc mecdnica do virus do messalco

do cravo, de plan%as de crave para plantas da mesma especise

ou para D.barbatus.
WEINTRAUB & GILPATRICK -{1952) demonstraram, no Canada, que
0 extrato de folhas de vérias:plantas do género Dianthus,

especialments de D.barbatus dificultava a transmissao do

TRSY de plantas de D.barbatus,para fumo, pepinco, estramonio

{Datura stramonium L.) e boca-de-leido (Anthirrinum majus L.k

Segundo ©s autores haveria um inibidor no extrato de D.ber-
batus responsavel por tais dificuldedes. Verificaram, po-
rém, gue o inibideor nao tinha efeito sobre a fransmissao do

TRSY entre plantas de D.bharhatus., Além da agao inibidora

gxercida sobre o TR3V, o inibidor mostrou-se ativo sobrs ou
tros virus reduzindo a infectividade do TMV, CMV e do virus
"etch” do fumo (TEV). Us estudos sobre esse inibidor cuiml
naram com RAGETLI & WEINTRAUB (1982a, 1862b) gue purifica -
ram o inibidor, caracterizando-o e determinando o modo de
agao do mesmo. A substéncia; de netureza proteioca, fol ob-
tida a martir de extratos-de plantas de crave e ensalada ,
guanto & acao inibidora, sohre o TMV em plantas de glutino-

S8,

Siit [1951) estudou a acdc inibidora do extrato de plantas
de_papinc na transmissac do CMV, verificando gue o inibidor

gstava presente tantc nas folhes come nos tecldos do caule,
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raiz & semsnies. De varias outras Cucurbitacess ensailadas,

apenas & melancia (Citrullus vulparis Schrad.] mostrou pos-

sulr uma acgao comparavel a encontrada em pepino. SILL &
WALKER {1957) demonstraram gque em plantas de pepino tanto
ce extratos de tecidos sadiocs como de tecidos de plantas ip
fectadas pelo CMV eram altamente inibidores de virus. Com-
parando a& acao dos extratos de plantes de pepino com a de
outras plantas, como melancia e espinafre, verificeram gue
gestes se mostraram, também, altamente inibidores. 0Os extra

tos de plantas de melaéo (Cucumis melo L.}, moranga (Cucurbi

ta maxima L.). abdbora (Cucurbita pepo L.), caupf (Vigna si

nensis (L.) Endl.), fumo. tomate {(Lycopersican gsoulantum

Mill.) s glutinosa mestraram uma agao inibidora mencs acen-
tuada. WEINTRAUB & WILLISON (1853) confirmaram a existen-
cia de um inibidor pressnte em sxtratos de peplino e sugeri-
ram gue fosse uma substadncia instédvel. BLASZCZAK et al .
(1959) comprovaram a agao inibildora do extrato de pepino sg
bre a infectividade dao PVX guando este era inoculado em gon
frena. FRANCKI (19B64), demonstrou gue guando extratos de
plantes sadias de pepino ou de glutinosa eram adiclonados a
preparagaes parclalmente purificadas de CMV, & infectivida-

de era reduzida até cesrce de 100 vezes.

McKEEN (1854, 1858) demonstrou gus o suco de pimenteira do

ce (Capsicum frutescens L.), contem uma substancia capaz de

provocar um decréscimo na formagao de lesdes locais e prima
rias por CMV, TEV e do TRSV, guando estes, sram dinoculados

em plantas de caupi e de Chenopodium hybridum L. Este sfel

toa fol menos svidente, pare os mesmos virus, guando inocula

dos em fumo, camapd (Physalis peruviana L.). A inibigao do

nimerc ds lesces independerie do virus incculado, estando
relacionada apsnas com as espeéciss de pleantas hospedeinas,
Estudande a natureza guimica dessa substéncla sugeriu gue

gle fosss de natursza proteica. A ag&o inibidora do suco
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de pimentelra doce saobre o PVYX fol demonstrado por BLASZCZAK
gi al. (1€58). FELDMAN (1963) sstudou o efeito de extratos

de sementes de pimentao [(Capsicum annuum L) sobre a infecti-

vidade do TMV guando este era inoculado em fumeo da variedads

Xanthi, glutinose, estramonio, Chencpodium amaranticolor Cos

te & Reyn e feijac. 0 extrato tambem se mostrou ative para
o virus "Scuthern bean” (SBMV) gquande este era inoculado so-
nre plantas ds feljdm. Em trabalhos realizados com batata
(Solanum tuberosum L.J], BLASZCZAK et al. (18538), JERMOLJEV &
ALBRECHTOVA {1865, 19686) puderam verificar a existéncie de

um inibidor da infectividaede do PVX em diferentss hospedeil -

ros,. Ssgundo os testes realizados o inibidoer seria de natu-

reza proteicsa.

KUNTZ & WALKER (1847), GREENLEAF (1853) & BLASICZAK gt al.
(1858) relataram o efeito inibidor do suco de folhas de plan
tas pertencentes & familia Chenopodiacsae, sobre diversos vé
rus. THOMSON 2 PEDDIE {1985) comprovaram a existéncia de um

inibidor em folhas de C.amaranticolor e de C.album L. oscapaz

de inibir a infecgao pelo TMV em glutinosa.

CROWLEY {1955}, tentando obter uma explicacac para a rarsa
transmissibilidade de doengas de virus atraveés de sementss,
conseguiv extrair substéncias que iniblam o CMV & o TMV de
sementes de alguns de ssus hospedeiros. Verificou ainda gue
as mesmas eram de naturezs protelca e gus, smbeora iInibissem
a infecgdo, agiam sobre os hospedeiros, sendo incapeszes de

inativar os virus.

FLORES et al. (1987} verificaram a presenga de um inibidorem
folhas de abitilom, capez de reduzir a infectividade do TMV
em glutinosa. Extratos de plantas de abdtilom, tanto sadias
como apresentando sintomas causados pelo AMV, guando adicio-

nados apsuco de folhas de malva infesctada com AMYV impediam a
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transmissao daste virus para plantas sadias de malva. Segun
do os autores, guando plantas ds abltilom esstivessem envol-
vidas no processoc de transmissac ds virus, quer como Tfonte
de indculo, guer como planta hospedeira, a infecgao nac se

processava.

AENDA { 1958) demonstrou gue o suco de plantas de espinafre

da Novae Zelandiz (Tetragonia expansa Murr.} causava um TIs-

tardamento no aparecimento dos sintomas do TRSV em plantas

de caupi.

ERRAHIM-NESBAT & NIENHAUS (1872) trabalharam oom extratos
de 17 plantas diferentes, estudando o efeito inibider dos
mesmas, para o TMV e o CMV g verificaram gue pare o casc da

beterraba (Beta vulgaris L.)] o inibidor era de natureza po-

lissacaridica, enguanto que aquele extralido de espinafre e-

ra de natureza proteica.

2.2. Presenca de inibidores de virus em microrganismos

MULVANIA (182E), numa tentativa de explicar a aparente par-
da de infsctividade do TMV guando este sra i1ncorporade ao
s0lo, estudou o efeito de culturas de bacterias sobre a in-
fgctividade do mesmo e, verificou que certas bactérias eram

capazes de inibir completamente o virus.

SOHNSON & HOGGAN {18937) demonstraram gue culturas de Aero-

bacter aerogenes {Kruse) Bergey gt al., inibiam o TMV, en-

guanto gue cultures de Bacillus radigbacter {Beilj. z2  Van

Deld) e de Phytomonas tumefaciens ( = Agrobacterium tumefa-

ciens (E.F. Sm & Town} Conn. possuiam apenas uma discrets

acao inibidora.
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GENDRON (1850) referiu-ss & uma acgac inibidora presente no

filtrado de culturas de Rhacodiella castaneas Peyr. capaz de

retardar a infecgao pelo TMV e PVX em plantas de fumo.

MANN [1988) observou gue guando cultures de Bacillus unifla-

gellatus Menn. eram adicionadaes ac scloc onde cresciam plan-
tas de Fumo var. Xanthi, antes destas serem inoculadas com
TMV, hawvie uma recdugado nc nimero de lesces locals causadas
nelo virus. O mesmo efeito foi verificade guando extratos
de culturas de bactéria eram adicionados ao solo cu pulveri

zados sobhrs as folhas, antes destas sersm inoculadas.

JOHNSON & HOGGAN (1837) cultiveram Saccharomyces sp em meio

contendo TMV & nao verificaram gualguer alteragao na concen
traceo do virus gue pudesse ser tomada como uma agao do fun
go ou de seus metabolitos sobre o virus. JOHNSON (1838) su
geriu gue certos metabolitos langados no meio de cultura por
Aspergillus niger van Tisgh sesriam os provaveis responsave-

is pele inibicao do TMV. TAKAHASHI (1842]) demonstrou a preg

gsengae de um inibidor do TMV em extratos de Saccharomyces ce-

rgevisae Meyen. sugerindo gue 2 substéncia fosse um polissa-
carido. Em 1846, o mesmo autor veltcocu a estudar es propris
dades Ffisico-quimicaes da substancia, confirmando a natureza

guimica da mesma.

GUPTA & PRICE (1950) estudaram cerca de 50 especies de fun-
go, cultivadas em meios sintétlicos, para determinar a capa-
clidads das mesmas em produzir compostos inibidores de virus
Os ensaios foram feitos com os virus SBMY, THMY & TNV, Os

filtradeos de Neurospora sitophila Shear & Dodge & de Tricho-

thecium roseum Link. demonstreram possulr o mais alto poder

inibidor entre todos os filtrados ensalados. Estudando, em
detalhes, az propriedades do inibidor pressnte no Filtrado

de T.rossum, os autores concluiram gue nao se tratava de



uma substancia de natureza proteica.

SLAGLE 2t al. {1852), com a finalidade de slucidar o mecanis
mo da agéo inibidora dos filtrados de N.sitophila & N.orassa

Shear & Dodge sobre a infectividade dos virus TMY, TNV, SBMY

e TRSV, observeram gug & maiocr ou menor eficacia dos filtra-
dos, em reduzir o grau de infecgado, dependie exclusivaemente
de planta hospedeire smpregada. GUPTA & PRICE (1852), traba
lhando com T.roseum e com os vIirus SBMV, TMV & TNV, sugeri -
ram, com base e muitas evidenclas, gue a atividade inibido-
ra era devida a alteracOes na suscetibilidade de planta hos-
pedeira e nan da agao direta do inibidor sobre as particulas

de virus.

WIGGS {18688) estudou a acao de 25 fungos scbre o infectivida
de do TMV verificando gque a maicria das espécies gnsaladas
continham substancias gue inibiam o virus, sendo gue as rs -

presentantes dos géneros Amannita e Lepiota possuiam os ini-

bidores mals eficisntes.

HODGSON & MUNRO (1988) verificaram gue o extrato preparado
do micéliio de Phytophthcora infestens (Mont.) d By inibia o

PVX e, HODESON gt al. {(1868) isclaram = estudaram algumas ca
racteristicas de um polissacarido extraide do micélic dests

fungo.

CROHMANN & MUSUMECI (1970, 1872) estudaram a eagac inlbidora
de metabclitecs langados por certos fungos no meioc 1figuido de
cultura. Os metabdlitos de todos os fungos ensailados mosira
ram uma atividade inibidora acima de 50%, sendo gus os dn T
rossum, Aspergiilus flavus Link., 8 A.niger reduziram a infeg
tividade do TMV em meis de 40%.

MAYHEW & FORD (1871) estudaram um inibidor produzido nor
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Physarum polycephalum Schw. capaz de prevenir e infescgac pe-

lo TMV g uando inoculado sobre plantas de Ffumo ou feijao. Se
gundo os autores a substancia seria um polissacéarido de alto
pesc mol ecular. O inibidor reduziu, também, a infecgao pelo
TRSY em caupi, mas nao teve quaelqusr efeitoc sobrs a infeccao
pelo SBMV em feijao. Os autores sugseriram gue o inibider a-

giria di retamente sobre o virus e nao sobre o hospedeiro.



3, MATERTAL E WMETODOS

3,1. Fomte de material

Plantas sadias de abdtiiom {Abutilon striatum Dicks) cuja i

dade variava de 3 a 4 anos, cultivadaes numa mistura de ter-
ra e areia (3:1) em vasos de barroc (30cm x 60cm de altural,
g mantidas em condigdes de ripado., serviram de fonte de ma-
terial para a obtengdo da substancis inibidora. As folhas
foram coletadas entre as plantas disponiveis, evitando-se ,
apenas, a retiradas degueles amarelecidas e senescentes ou

que apresentassem deformagdes morfologicas.

3.2, Extracdo e purificagao da substaneia inibidora

A metodologia empregada na gxtracao da substancia inibildora
presente em folhas de abUtilem baseou-se naguela utilizada

por FLORES et al. (18B7), com modificacoes.

folhas ds abdtilom, recém-coletadas, foram lavadas em agua
corrante, deixadas secar schre papel absorvente por 48 h e
submetides 2 desidratac@c em estufe (Thelco, Mod.18) a 50°¢.
Posteriormente, o material desidratedc fol trituredo em al-
mofariz, a temperatura ambiente. Adicionou-se agua destile
da ac po obtido {10 ml/g de pesc secol), resultandc numa sus
pensag altamente viscosa, que fol deixada em repouso por 48
hn e, em ssguida, fervida por 10 min, sob agitagac constante.
A suspensac fol comprimida através de pano de morim e o fil
trado foi tratade com etanol (1:3, v/v) e novamente submetl

do & filtracaoc através de papel xarocpe. 0 volume do filtrg
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do foi reduzido, por agquecimento, de 10 vszes o0 volume origi
nal e posteriormente filtrado atraveés de funil de placa s{1i
ca de porosidade ultra-fina (Jena G4). FEste filtrado consti
tuiv o Extrato Bruto (EB)

0 EB Fol dislisado, na geladelra, por 188 h, contra agua
destilada trocada freguentemente. A solugao retida no inte-
rior da membrana de dialise (diametroc medio do poro: 28Ry foi
novamente filtrada sm funil de placa sflica (G4}, constituin

do a Fragao N3o Dieslisdvel {(FND). A &dgua da didlise, resul-

tante da combinacao de todas as trocas reallzadas durante 0
processc, fol evaporada, por aguecimsnto, até um volume equi

valente ao da FND e constituiu a Fragdo Dialisavel (FD}. De

ambas as fracoes fcoram retiradas alfguotas pares posterior an

saio bioldgico.

A FND Fol tratada (v/v) com uma misture de &lcool ilsc-ami-
lico/clorcfdrmio/fenol {2:48:50). A mistura foil vigorcsamen
ts agitada por 10 min, e em seguida centrifugada & 5000 rpm

(Tominaga, Mod.TD-865), & temperatura ambiente. Repetiu-se o

tratamento acima com a fase aguosae (FA}. A FA final foi
tratada &5 vezes com eter etilico (1:2, v/vi. Em segulda, eS
ta foi concentrada, por aquecimento, atéd a obtengac de uma

amnceﬁtraqéa equivalente a 10 g de pes¢ seco por ml, 8 nova-
mente dialisada por 48 h na geladelra, contra égua destils -
da. Esta soclugio, apos filtregdan (Millipore 0,8u, Millipore

Ca. USA), constituiu o Extratc Desproteinizado (EDJ. Este

foi 1lofilizado {(Liofilizador Edwards Alto Vuoto, Milano,Maod.
L 40} & conservado, sob .uacuo, a —ZSDC, constituindo a fra-

céo que passaremos a chamar de Inipidor (INJ.

3.3. Tratamentos reaslizados com o inibidoer
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3.3.1. Tratamento por carvao ativo

Dissolveu-se o IN em dzua destilada (2.0 mg/ml), adiclonou-
-se 1,0 g de carvao ative e o material foil agitado por 10
min, semndo, posteriormente, submetido a2 filtracadc em Ffunil

de placa de silica (G4).

2,3.2. Tratamento com sclugdo amoniacal

0 IN dissoclvido em dgua destilada (mg/ml} foil tratadoc com
uma solucgdo concentrada de hidrdxido de amonic [NHqﬂH con-
tendo 25% NH3} f1:1, v/v). A mistura foil centrifugads a
10000 rpm, per 15 min {Spinco, Mod.L, roteor n® 30). O volu
me sohrenadante (Sn) foi reduzido & metade, por Evaporacgao e
gm seguida, guardado a 4°c. 0 sedimento (Sd) foi ressuspen
dido em 10 ml de uma mistura de stanol/eter etflico (1:1 ,
v/v} & posteriormente centrifugado & 2800 rpm, por 15 min
{Spinco, Mod.L, roteor n? 40). O Sn fol rejeitado e o 5d
apds secagem em sstufa (EBOC] foi retomadoc em agua destila-
da, num volume equivalente ac do Sn obhtide da precipitacgao

com ¢ hidroxido ds amionio.

3.3,3. Filtracac em gel de Sefadex

Ume solwucao aguosa do IN foi submetida a filtragae em gel
de Sefadex G50 e 525 (Pharmacia. Uppsala, Sw.l. Como colu-
nas foraem utilizados doils tubos de vidro (2,3 cm de diéme -
tre intsrno) fechados numa das extremidades por umea placea d@
sflica (G1) tends sobre esta um disco de papel de filtro

{Whatmann n% 1). Uma solugao aguocsa cde "Blue dextran 2000°
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(BD} (Pharmacia, Uppsala, Sw.) fol usada como mercadora do
volume externo €Va} elufdo. No casc da coluna de Sefadex
G50, para e obtengao do leito de filtragdo foram usados 6 g
do gel previamente embebidos em excesso de Sgua destilada.
A presparagac do gel e o prsenchimento cda colune foram fei-
tos segundo as intrugdes do manual preparativeo da PHARMACIA
(18861, 1,0 ml de ume soclugadc asguosa do IN {5 mg/ml) foi
aplicado sobrs o leito da coluna protegido por um disco de
papel de filtro (Whatmann n® 1),e como eluente usou-se dgua
destilada. Foram coletadas 30 fragdes de 3 ml cada, que fo
ram submetidas & leitures da absorbancia, em 270 nm, num es-
pectrofotdmetro (Pye Unicam Med. SP 1800). No casc de sefa
dex GZ5 utilizou-se 10 g do gel pare o preperc do leito de

filtragao.

3.3.4. Tratamentos snzimdticos

Uma solugac aquosa do IN (4 mg/ml) foi submetida a trata-
mentos enzimaticos por diastass (NBC, Co., USA) e por pectl
nase (NBC, Co., USA). As solugdes de enzimas foram prepara
das em tampao de fosfato 0,02M de pH 7.0, nas concentracgdes

de 0.4 mg/ml e 40 mg/ml, respectivamente.

3.4. Ensaios para a determinacdc da substéncie inibidora

Foram preparadas diversas solugdes aqguosas do IN, as guais
foram submetidas & sspectrofotometria ao ultravioleta, e aos
testes de coloragaoc ou precipitsscac de Molisch, Bial, Biure
to, Ninphidrina (in TASTALDI, 1855) & de Antrona ( in BELL,
18551,
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3.5. Emsaios sobre inibicéec de virus

Os virus utilizados para os ensaios de inibigao (Tabela 1)
foram submetidos 3 técnicas de purificacgdo ou clarificagac.
0D TMV Foi purificado por meio de ultracentrifugacgoes dife-
renciais, segundo o método de STEERE (1958) e, posterior-
mente, a preparacac purificada fei tratada por clorofdrmio
/&lcool isocamilico, de acordo com a técnica de SCHNEIDER
{1953). A preperacao purificada foi mantida em tampao de
fosfato C,0Z4M de pH 7.0, a temperatura de -15°¢c,

Tabela 1. Virus empregados nos ensalcs de inibigao

Plantas utilizadas para a

Virus 3 -
manutencao dos virus

Nicotliana tahacum var.

"White Burley”

Mosaico do fuma {TMV)

No. tabacum var.
"White Burley”

X da bhatata (FPVX]

Chenmopodium

M ico d 3 d cMy :
osaic o pepino [(CMV) amaranticolor

Mesaico amarelo do Phaseolus vulgaris var,

fgijac (BYMY) "Spgotia”

Vira~-cabega do

tomateiro (TSWV) Datura stramonium

Necrose bhranca do N, tabacum var.

fumo {STHMV] "White Burley”

Chenopodium

"
Mgsaico da alface [(LMV] quinoa Willd

Os demais virus, utilizados nos ensaios de inibigdo, foranm
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preparados da seguinte forma: folhas receéem-celetadas (2 g} .,
de plantas infeectzdas, foram triturades num almeofariz em pre
segnga de 5,0 ml de tampao de fesfate 0,01M de oH 7,0 mais
sulfito de sodio (0,4%) COSTA, 1857). 0O masceradeo foi Ffil-
trado através de papel de filtro (Whatmann n® 54) e o filtra

do gonstituiu o Suco Clarificadeo [(SC) wtilizado nos ensaios

de inibicgao.

0s métodos de inoculagédo, para os virus rslacionados na Tabe
la 1, variaram de acordoe cem o tipo de sintomas manifesta -
dos pelas plantas hospedeiras. Para qualquer tipc de indcu-
lo usado (suspensdo de v{rus purificado ou suco glarificade)
a inoculacao foi sempre mecinica e feite com o suxilio de um

abrasive {[{Carborundum, 200-400 mesh).

Nos casos em gue os virus snseiados induziem, nas plantas hos
pedeiras, o aparsecimento de sintomas locais, foram emprege -
dos o3 métodos de inoculagaoc em folhas opostas ou em melas-
-folhas conforme SAMUEL & BALD ([1933). HNo primeirec saso, o
virus tratedo pelo inibidor fol incculado am toda a supsrfi-
cie foliar, sendec a folha oposta, empregade como controle |,
inoculada epenas com o virus dilufdo em Agua destileada, na
mesma concentracaoc gue o tratado paelo inibidor, No segunda
caso, apenas uma metade de cada folha foil ilnoculade com o
virus tratadc pelo inibidor, sendc a ocutrs metade usada como

controls.

Para os wirus gue induziam o aparecimanto de sintomas sisté-
micos, a inoculagado fol feita em toda a supsrficie foliar de
duas folhas de cada planta, usando-se 2 grupos de 10 plan -
tas cada. sendo um deles inoculado com o virus tratado pelo
inibidor e o outro, grupo centrole, inoculadsc apenas com o

virus dilufde com 3gua destilada.
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Para lestes locais, clordticss ou necroticas, a avaliagao
dos simtomas consistiu na contagem do nlmerc total de le-
s6es nas folhes ou meias-folhas tratadas e nes respecti-
vas controles. ApGs a contagem, o nidmerc total de lesces,
correspondante ao tratamaento, fol deduzido do nimsro total
de lesoes referente ao controle. A diferenga, multiplica
da por 100 e dividida pelo niGmero total de lesdes corres-
mondente ao controle, forneceu o resultado expressoc como
norcentagem de inibicadc (% inibigao) (NITZANY & COHEN,
19601},

Nos casos em gue os sintomas foram sistemicos, a avalia-
cao foi feita segundo o aspecto & o grau de severidade
dos sintomas observados nas plantes tratadas, guando com-
parados aos sintomas apresentados pslas plantas do grupo-
-controle. MNestes casos foi adotado o critéric de notas,
variando de I (nenhum indicio aparente de inibigao) atée
¥ {inibicao completal. 0 mesmo critério foi adotado no
casp de plantas que menifestaram sintomes locals, mas que

nap foi possivel a contagem do nimero de lestes.

3.6. Ensaioc hioldgico para avaliacao da atividade do_ini-

hidor sobre a infectividade do TMV em plantas de glu

tinosa

Plantas de glutinosa foram inoculadas mecanicamente, se-
gundo o processoc anteriormente descrito, com uma mistura
de iguels volumes de ums suspensac de TMV purificade (0,1
mg/ml em tampac de fosfato 0,02M de pH 7,0) e de uma soly
gac aguosa do IN ou da amostra a ser ensaiada. A mistura
foi Ffeite "in vitro” e, em sepuida, incculada. Como gcon-

trole da inoculacao usocu-sse uma mistura de iguais volumes
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de agua destilada e da mesma suspenszoc de TMV. Para cada
amostra Toram usadas 5 plantas ¢e glutinosa, das gquals fo-
ram retirados, previamente, 0 broto epical e as feolhes mais
velhas, deixando-se, apenas, 4 folhas por planta. A avalia
c3o dos sintomas foi feita 3 dias apfs a incculagac, atra-
vés da contagem do nimero de lesoss. As plantas foram man-

tidas a temperatura ambisnts apds a inoculacgao.

3.7. Comportamento da misture virus-inibidor (VI)

A mistura VI foi submetida & ultracentrifugagdo, & anali -
ses so nivel da microscopia eletrdnica, & testes serologl -

cos g a bhiocensaios.

Com refersncia & ultracentrifugacgdo, preparou-ss uma mistu-
ra (v/v) de uma solucdo aguosa do IN (2 mg/ml) e de uma sus
pensda de TMY (0,2 mg/ml em tampac de fosfato 0,02M de pH
7.0)1. Como controle foi uvtilizada uma suspensao de TMVY na
mesma concentragao final da mistura VI. As amostras foram
submetidas & ultracentrifugacde (Spinco Mod.L, rotor n® 40}
a 40000 rpm, por 50 min, Apds a cgntrifuzagao o Sd foi res
suspendido em 24 ml de tampao de fosfato 0,01M de pH 7.0 .
Ao Sn, juntou-se igual volume de TMV purificado (8,1 mg/ml
em tampac de fosfato 0,01M de pH 7,0). As amostras foram
conservadas a QQC, pmara ensaios bicldgicos. Uma amostra da
mesma preparacas VI, nac submetida & ultracentrifugagaoc @
dilufda na proporgdo de 1:2 com tampac de fuosfato 0,01M de

pH 7,0, fol empregada como controls do ensalo.

Uma solugao aguosa do IN (2 mg/ml) e de uma suspensao de
TMY purificade (0,1 mg/ml em tampaoc de fosfato 0,02M de pH

7,0) foram juntedos (v/v) e a mistura raesultante fol exami-
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nada e fotcgrafada ac microscOpio eletronico (Phillips Mod.
EM 300), por contrastacé&o negativa HORNE, 1953). Como con-
troles, usaram-se preparacgoes do TMV & do IN nas meemas con

centragoes, dilufdas de 1:2 com dgua destilada.

Com referéncia aos testes serolagicos, empregou-se antisso-
ro sspecifico para TMV e como antigenos foram utilizadas sUS
pensdes de TMV purificado, tratadas ou nao pelo IN. O tes-
te desenvolvido foli o de dupla-difusaoc em agar, idealizado
por QUCHTERLONY (1848, 1958, 1862} e BALL (1861) e, poste -
riormantse modificedo por CLIVEIRA (12887].

C ponto final da diluigao do inibidor foi ensaiade contra

uma cencentracgao constante de TMV, e vice-vsrsa.

3.8. Mecanismc de acao do inibidoar

A agao do inibidor,sobre a infectividade do TMV, foi ensaia
da na maesma face ou em faces opostas de folhas de glutino -
sa, variando-se o intervaloc de tempo entrs a aplicacgéao do
IN € a incculacac com o TMV. Nos dois ensaics foram usa-
das uma suspensac de TMV (0,1 mg/ml em tampao de fosfato

0,02M de pH 7.0} e uma sclugac aguosa do IN (2 mg/ml).

No caso da inoculagdo em faces opostas, a suspensao de  TMY
foi inoculada em toda a superficie da face superior { ven-
tral) das folhas, enguantoc gue o IN foi aplicado apenas nu-
ma metade da face inferior (dorsall, sendo a metade corres-

pondente da mesma face tratada com agua destilada.

3.9. Agao do iﬁibidqr sobre diferentes virus em difsrentes

hosoedeiros
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Todos os virus utilizados forem ensaiados, pelc mencs, em
duas plantas hospedeiras diferencisis, uma gue apresentas-
sg sintomas locais ¢ outre, sistémicos. As combinagoes em

pregadeas estao apresentadas na Tabela Z.

Tabela 2. Plantas hospsedsirss e %tipos de sintomas induzi -
dos pelos diferentes virus utilizados

virus _ Mospedeiras Sintomas
M. tabacum var. "White Burley” 2
N.glutincsa L
O.stramonium L
TV G.zlobosa L
P.vulgaris var. "Scotila” L
P.vulgaris var. "manteiga” -
N.glutinosa 3
PVX G.globosa
N.glutinosa S
cmv C.amaranticelor
N. tabecum var, "White Burley"” L
G.globoga L
yenv P.vulgaris var. “"Scotia” S
P.vulgaris var. "manteiga” 5
F.vulgaris var. "manteiga” L
TSWY P.vulgaris var. "Scotia”
N. tabacum var., "White Burley”® S
N. tabacum var. "White Burley” L & 8
P.vulpgaris var. "Scotia” L
STV G.globesa L
FP.vulgaris var. "menteiga” L
C.quinoa 5
LMV G.globosa L
S=sintomes sistemicos; L=sintomas locals e -=auséncia de

sintomas.




4. RESULTADOS

4,1, Efeito da dialise schre a agao do inibidar

0s testes bioldgicos efetuados com as fregOes provenisntes da
diglise, permitiram verificar que o inibildor ficcu retide no
interior da membrana de didlise. As porcentagens de inibicao
decarrentes da acgao inibidora do EB e da FND foramn as mesmas,
demonstrando, assim, nac haver gqualguer alteragac da ativida-
de da substancia extrafida de folhas de abltilom, guande submg

tida ao tratamento pela didlise (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados dos ensaiocs bicldgicos efetuados para Ve
rificar a2 agao do EB dieslisado sobre a infectivida-
de do T™MV em folhas de glutinosa.

M? Total de Lesstes

) . EE
Amostras Tratamento Controle -4 % inibigao

Exps Exp.2 Exp.3 Exp.1l Exp.2 Exp.3

1 110 50 70 4 14840 300 430 89,5
2 520 280 70 650 285 70 15,1
3 45 170 110 1225 1030 635 Bg,7

1 - 1,0 ml da FND + 1,0 ml da suspensao de TMV (0,1 mg/ml &m
tampaoc de fosfato 0,02M de pH 7.,0)

2 - 1,0 ml da FD apds concentrada + 1,0 ml da mesma sUSpensao
de THYV

3 - 1,0 mi do EB + 1,0 ml da mesma suspensac de TMV

1,0 ml de édzua destilada + 1,0 ml da mesma suspensac de TMV

b

o8

de inibigao da média de trés experimentos.
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4,7, Efegito do tratamento desprotsinizador scbhre &
inibdidor

0 EB, antes ou apds ter sido submetido a dialise seguida de
deaproteimizagéo, foi ensaiasdo biocologicamente em folhas de
glutinosa, & o0s resultados indicaram gue © tratamento efetua-
do para retirar as proteines, nac alterou a agac do inibider

{Tabela 41.

Tabela 4. Resultados dos ensaios bioldeicos efetuados para ve
rificar a acao do EB desproteinizado sobre a infec-
tividads do TMV em folhas de glutinecsa.

N? Total de Lesces

kH
[}

* -
Amostras Tratamento Controle % inibicgao

Fxp.l EXp.2 Exp.3 Exp.l Exp.2 Exp.3

1 520 754 140 2155 3148 420 73,7

2 500 440 225 lssld 21610 880 76,8

1 - 1,0 ml do ED + 1,0 ml da suspensac de TMV (0,1 mg/ml em
tampac de fosfato 0,02M de pH 7,0)

2 - 1,0 ml do EB + 1,0 ml da mesme suspensac de TNV

1,0 ml de &gua destilada + 1,0 ml da mesma suspensao de TMY
%%

%

%, da inibigac da media de tres experimentos.

4,3. Efeito do tratamento do inibidor por carvao ative

Os ensaios biologicos realizados com o IN, submetido ou nao
ao tratamento psle carvac ativo, revelaram gue este retem com
pletamente o inibicor. sendc gue, am consequencia disto, o

filtrado resultante do tratamento nac mostrou gualqguer ag ao
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inibidora sobre a infectividade do TMV (Tabela 5.

Tabela 5. Resultadaos dos ensaiocs bioldpgicos efetuados pars ve
rificar & agao do filtrado de 1IN, através de carvao
ativeo, sobre a infectividade do TMV em folhas de
glutinosa.

) N? Total de Lesdes
Amostras Tratamanto | Controle® % inibigdo™¥®
wExpgl Exp.2 Exp.1 Exp.2
1 g% 70 85 70 g.,0
2 110 35 635 185 82,3

1,9 ml do filtrado resultante do tratamento do IN pelo car
vas ativo + 1,0 ml da suspensac de TMV (0,1 mg/ml em tam-
30 de fosfato 0,020 de pH 7,0)

2 - 1,0 ml do IN + 1,0 ml da mesma suspenséo de TMV

* 1,0 ml de Agua destilada + 1,0 ml da mesma suspensao de TMV

% de iniblgao da média de dois experimentos,

4.4. Efeito do tratamentoc do inibider por solucado emoniacal

0s resultados dos ensaias bioldgicos efetuados com o i
nibidor submetide o©cu néo ao tratamento com uma solu-
¢do concentrada de hidroxido de amdnic {(NHzCOH contendao
25% de NH3z). apresentando a misturs um pH em torno ds
11,0, revelaram nao haver gqualquer difserenga significeti
va na agado do inibidor, apds o tratamento, socbre a

infectividade do TMY (Tebels §51.




-2 5

Tabgla 6. Resultados dos ensaios hioldgicos efetuados para ve
rificar a agao do IN submetide a um tratamento com
solucac amoniacal sobre a infectividade do TMV em
folhas de glutinvsa.

N® Total de Lesdss
x . k%
Amostras Tratamento Controle % inibiceac
Exp.1 Exp.Z Exp.l ExXp.2
1 15 120 80 840 81,2
2z 85 585 80 BG5S 26,5
3 20 135 90 830 83,1

1 - 1,0 ml do $Sn da precipitacgao do IN com hidrdxido de
amonio *+ 1,0 ml da suspensac de TMV (0,1 mg/ml em tam
pac de fosfato 0,021 de pH 7,0)

2 - 1,0 ml do Sd, retomado em agua, + 1,0 ml da mesma sus
pensao de TMV

3 - 1,0 ml do IN + 1,0 ml da mesma suspensaa de TMV

1,0 ml de agua destilada + 1,0 ml da mesma suspensac de
THMY

LR

e

de inibhigao da média de dois experimentos.

4.5. Efeltc do tratemento do inibidor por filtragdo em gel de
Sefadex

Uma solucasc aguoss do IN guando submetida a filtracédo em gel
de Sefadex G50, mestrou gus o méximo da capacidade inibidera
da substéncia foi elufda apds 63 ml, enguanto gque o BOD, usado

came marcador do VD, teve o seu maximo de eluigédoc em 27 ml.

As fragoes do inibidor elufdas da coluna, apds terem sido con



4 - 1,0 ml da solugdo agucsa do IN {2 mg/ml} +
1,0 ml de mesma suspensaoc de TMV

1,0 ml de é&gua destilada + 1,0 ml da mesma
suspansao de TNV

VYelocldade do fluxo da coluna: 180 ml/h

Volume de cadea fragao eluida : 3 ml

A combinagao das fracces foi feite gegundo a
absorbancia em 270 nm.
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binadas em trés smostras, de acordo com as absorbé&nciass dti-
vas de cada uma, 8, postericormente, svaporadas g retomadas
em 1,0 ml de agua destilada, foram submetidas a enseios bhic~
16gicos. 0s resultades destes ensaics demonstraram gue a
fragac 1, resultante da combinagan dos primeiros 30 ml sgiui-
dos, = corrgspondents &0 VD da coluna, nac tave qualguer e-
feito inibidor sobre a infectividade do TMV: a fragac 2, re-
sultante da combinagao dos 18 ml seguintes, inibiu 38,2% a
infectividade do TMV. O maximo de agao inibidora correspon-
deu a fragi2c 3, resultante da combinag%m dos 47 ml subseguen
tes. 0O maximo da absorbancia Gtica, coincidiu com & fracgao
geluida apds 63 ml que apresentou o maximo de inibigdo sobre

a infesctividade do TMV {Tabela 7 8 Figura 1).

Tabela 7. Resultado de um ensaio bionldgico tipico obtido com
as fragoes sluides, apds & filtracao do IN em gel
de Safadex B50, sobre a infectividade do TMV em
folhas de glutincsa.

N® Total de LesoOes )
Amgstras w1 % inibigeao
Tratamento Controle

1 710 585 0,0

2 8610 S60 36,4

3 185 875 80,40

4 E &80 20840 B7.4
1 - 1,0 ml resultante da combinagac e concentra

cao das fragdes de 1 a 9 slufidas da coluna
+ 1,0 ml da suspensao de TMV (0,1 mg/ml em
tampac de fosfato 0,032 M ds pH 7,0)

2 - 1,0 ml das fragces de 10 @ 15, combinadas e
concentradas + 1,0 ml de mesma suspensaoc de
TV

3 - 1,0 ml das fracces de 18 a 30 combinadas e

concentradas + 1,0 ml da mesma suspensaoc de
THMV
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Com relagac & flltragic do inibidor sm gel de Sefadex G25,
verificou-se gus tanto o inibidor comoc a solugac de RBD fo-
ram eluides no V, da coluna. As fragoes eiuidas foram a-
grupadas em traés amostras, conforme a ahsorbancie Gtica de
cada uma, & submetidses ao mesmo procasso de evapcragéc,dei
crito para as fragoes slufdas da coluna de Sefadex G50,sen
do, posteriormente, ensaiadas bicleocgicamente. 0Os resulta-
dos destes enssios demonstraram gue a atividede inibidora
gatava restrita a amostra correspondente ac VD da coluna

(Tabela 8 e Figura 2).

Tabela 8. Resuliado de um ensaioc bioldgice tipico com as
fragoes slufidas spds a filtragao do IN em gel de
Sefadex GZ5, sobre a infectividade dao TMY em fo-
lhas de glutinosa,.

NY Total de lLesces
Amostras | T % inibigao
Tratamento Controle
1 2260 2230 1,3
2 320 2085 84,5
3 1145 1255 8,7
4 B&O 2080 87,4
1 - 1,0 m1l resultante dea combinagao s concentra

¢ao das fragdes de 1 a 5, elufdas da coluna
+ 1,0 ml da suspensao de TMV (0,1 mg/ml em
tampao de fosfato 0.02M de pH 7,0).

2 - 1,0 ml (fragdes 6 a 14) + 1,0 ml da mesma
suspensao de TMV

3 - 1,0 ml (Ffragoes 15 a 20) + 1,0 ml da mesma
suspensac ds TMV

4 - 1,0 ml da sclugdo aguosa do IN [2 mg/ml) +
1,0 ml da meema suspensas de THV

1,0 ml de ague destilada + 1,0 ml dsa mesma
suspensao de THMV

VYelocidade do fluxo de coluna: 180 mi/h
Volume de cada fragao sluida : 3 ml

Leiturs da absorbancia de cada fracaoc: 270 nm
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Mistura de 1.0 ml da soclugao de diastase (0,4 mg/ml) em
tampao de fosfato 0,02M cde pH 7,0 8 de 1,0 ml de& solu -
gao agquosa do IN (4 mg/ml} incubade a 37 C, e posterior
mentakjuntada a 2,0 ml de uma suspensao de TMY (0,1 mg/
ml em tampao de fosfato 0,02M ds pH 7,0)

Mistura de 1,0 ml de tampac de fosfato 0,02M de pH 7,0

e de 1,0 ml da mesma solugao do IN incubado a 37 C, g
posteriormente juntado a 2,0 ml da mesma SuUSPENsaoc de
TMV

Mistura de 1,0 ml de agua dest%iada g de 1,0 ml da soly
cac ds diastasg, incubada a 37 [, e posteriormente jun-
tada 2 2,0 ml da mesma suspensano ds TMV

Mistura de 1,0 ml de agua destilada e de 1,0 ml da solu
gac do IN, mantida a 4 €, e posteriormente juntada a
2,0 ml da mesma suspenzao de TMV

2,0 ml de &gua destilada + 2,0 ml da mesma solugdoc de TMV
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4.5, Efeito do tratamento do indbidor pelas enzimas diastase e

pectinase

Nos expesrimsntos realizades com as gnzimas diastasse ou pectina
se, foram preparadas 4 amostras gue, positerlormente, foram sn-
caladas biologicamante em presenga do THMVY, em folhas de gluti-
nosa. As amostras : 1 {(mistura ce inibider mais enzimal, amops-
tra 2 (mistura de inibidor mais o tampac usado na preparacao
da enzima)l e a amostra 3 (enzima mails agua destilada) foram in
cubadas por 24 ou 48 h, = 3?83, anqguantc gue a amostre 4 (pre-
parada comgo a amostra 2] fol mantida a 488, durente o0s mesmos
intervalos ds tempo gue as demeis, servindo ds controle pera a2

amostra 2.

s resultados dos ensaios bicldgicos reaslizados com o IN subme
tide a tratamentos enzimaéticos, por 24 ou 48 h, com diastase ou
pectinase, rsvelaram gue nac houve gualauer alteracaoc na agao
inibidaora sgobre a infectividadse do TMV. ensaiade em folhas de
glutinosa, quando estes resultados foram comparados agueles =)v)
tidos para o IN nao tratadc (Tahelas 9 e 10).

Tabela 9. Resultados dos ensaios bioldgicos efetuados com o IN

tratado, por 24 ou 48 h, com diastase, scobre a infeg
tividade do TMY sm folhas de glutinosa.

n 24 HORAS 48 HORAS
=
o
o | N® total ds lesdes 5 N® total de lesbes N
D Cd o
= inibigan inibiga
< * k] *

Trata Controle frata Controle

msnto mento
1 75 220 55,8 400 1180 ' B5,H5
2 145 515 71,8 1000 2630 Bi,8
3 280 355 18,3 2230 2775 18,8
4 85 380 75,0 540 1700 82,3
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Tabela 10. Resultados dos ensaios biolécicos efstuados com o©
IN tratado, por 24 ou 48 h, com pectinase, sobre a
infectividade do TMV em folha de glutinosa.

" 24 HORAS 48 HORAS

@ . .

© IN°® total de lesoes N® total de lesdes

%) % %

o . - s s
% Trata Conmtroie® inibigac | Trata controle® inibigao

manto _ mento

1 150 320 53,1 480 1075 55,3

2 140 480 71,4 450 1355 56,7

3 180 265 28,3 6BUO 860 23,2

4 135 325 58,4 175 405 56,7
1 - Mistura de 1,0 ml de solugao de pectinase (40 mg/ml enm

tampédo de fosfato 0,02M de pH 7,0) e de 1,0 ml da solugéo
agucsa do IN (4 mg/ml), incubade a 379C., e posteriormente
juntada a 2,0 ml de uma suspensac de TMV (0,1 mg/ml em tam
pado de fosfato 0,02M de pH 7,8)

AN ]
H

Mistura de 1,0 ml de tampao de fosfatc 0,02M de pH 7.0 e
de 1,3 ml da mesma sclucgac do IN, incubado a 379C, & pos-
teriormente juntadoc a 2,8 ml da mesma suspensao de TMV

3 - Mistura de 1,0 ml de dgua destilada e de 1,0 ml da solu-
cac de pectinase, incubada a 379C, e posteriormente junta
da a 2,0 ml da mesma suspensac de TNV

4 - Mistura de 1,0 ml de &gua destileda e de 1.0 ml da solu-
cao do IN, mantida & 49C, e posteriormente juntada & 2,C
ml da mesma suspsnsac de TMV

2,0 ml de &sus destilada + 2,0 ml da mesma suspensaoc de TMV

4.7. Espectro de abscrgac do inibidor ao ultravicleta

A analise do espectro de absorgao, realizado no intervalo en-

tre 210nm e 450nm, de ume soclugac aqueosa do IN (0,1 mg/mll. re
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velou um discreto aumento da absorvancis otica nas bandas com
preendidas antre 03 comprimentos de onda de 2B0nm a 2?8nm[BaQ
da Il e de 310nm a 330nm {(Banda II). O maximoc des absorbancis
para a Banda I correspondeu a 278nm. A Banda II revelou-sa a

penas como uma ligsira ondulacac {"shoulder®).

Os espectros de absorgac obtidos pera as splugles aguosas de
soro albumine bovina (SAB) (0,01%), BD (0,001%), e pectinaiP)
(0,005%) serviram de comparagac ao obtido para o IN { Figura
3.

4.8. Resultedo dos ensaios de coloracao ou precipitacac rea -

lizados com o indibidor

Nos testes de Molisch, Antrona e Bial, as reagoOss obtidas pa-
ra a solugao aguosa do IN (1,0 mg/ml) Fforam positivas apenas
para os dois primeirqs g, sguivalentes em intensidade, aproxi
madamente., 2s verificadas para padroes de glucose de 0,5 mg/

mi e 0,4 mg/ml, respectivamsente.

Nos testes de Biureto e Ninhidrina, as reagoes ohtidas para a
sclugéo aguosa do IN (3,5 mg/ml) foram negativas, esmbora a
sensibilidade dos metodos tenha sido positive para padroes de

caseina de até 00,0035 mg/ml.

4.9, Comportamento da mistura TMV-inibidor (VI)

4,9.1. Agac da ultracentrifugacgao sobre s mistura VI

A mistura VI, submetida & ultracentrifugacédo, resultou num Sd
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Figura 3 — Espectro de absorgdo ao ultravioleta de uma

solugao aquosa do IN (o o] comparado aos espectros
obtidos para as solugdes aquosas de SAB (o ——-o),

PCou---0) € BD (o-m- o)
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# K

Sd da centrifugacgaoc de 6,0 ml de &gua destilada + 8,0

ml da mesma suspensao de TMV, retomado em 24 ml
tampao de fosfato 0,01M de pH 7,0

Misturs de iguais volumes do Sn da centrifugacgio
amostra controle e da suspensao de TMV (0,1 mg/ml
tampao de fosfato 0,01M de pH 7,0)

% de inibigao de média de dols experimentos.

de

da
em
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e num Sn (item 3.7.) gue foram, em separado, ensalados bio
logicamente. Os resultados foram comparados com os obtidos
para uma preparagao constituide da mesms mistura de VI, po-
rém, n&do submetida ao tratamento acima. Us resultados dos
ensaios bicldgicos revelaram gus tanto o inibidor como o
TMV, apos separados pela ultracentrifugacde da misturs VI,
mantiveram suas caracteristicas inalteradas, istoc &:; o ini-
bider contido no Sn, nac perdeu a sua capacidade inibidora
guando em presenga de uUma suspensao de TMV nao tratado pre-

viamente, e o virus (Sd) manteve-se infectivo (Tabela 11).

Tabela 11. Resultados dos testes hioldgicos efetuados cam
as fracoes Sd e Sn, resultantes da ultracentrify
gagdo da mistura VI, schre a infectividade do

TMV em folhads de glutinosa,

N? Total de LesOes
% . R
Amostras Tratamento Controle % indbigao
Exp.l Exp.2 Expel Exp.2

1 265 195 600 540 62,9

2 350 720 485 980 26,4

3 240 8OO 705 2115 63,1
1 - 2,0 ml da solugao aquesa do IN (2 mg/ml) + 2,0 ml
da suspensao de TMV (0,2 mg/ml em tampac de fosfato
0,02 de pH 7,0: a mistura foi diluida (1:2) com

tampao de fosfate 0,01M de pH 7,0.

2 - 8d ds centrifugacaoc da mistura de 6,0 ml da mesma
solugas de IN e B,2 mi da mesma suspsnsao de TMV,re
tomado em 24 ml de tampao de fosfato 0,01M de pH

7.0
3 - Sn de centrifugacae juntado a igual volume de uma
suspensao de TMV (0,1 mg/ml em tampao de fosfato

0,01M de pH 7,07,
* . o
12,8 ml de agua destilada + 2,0 ml da mesma suspensaoc
de TMV usado em 1. A mistura foi dilufda (1:2) cam
tampao de fosfato 0,01M de pH 7,0,
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4,8.2., Caracteristicas da ultra-estrutura da mistura VI

A mistura VI, bem como amcstras do TMV puyrificade (0,1 mg/ml
em tampao de fosfato 0,02M de pH 7,0) e da solucao agucsa do
IN (2,0 mg/ml} foram examinadas ao microscépic sletronico por

contrastagao negativa (PTK a 1%, pH 7,0).

As elstromicrografies das partfculas de TMV tratadas pelc IN,
guando comparadasz as de particulas normais (Figura 4-A} mos-
traram variacgdes acentuadas do diametro, maior frequencia de
pontos de guebra g meaior nimerc de perticulas fragmentadas

{Figura 4-C a M},

0 IN apresentou-se ceomo uma massa pgranulosa. de difersntes

formas e tamanhos e poucc densa eletronicamente (Figura 4-38L

4.9.3. Compertamento seroldpgico do THMV em pressnca do inibi-

dor

Os resultados do ssiudo efetuado sobre o comportamento serc-
ldgico de TMV sob a agio de diferentss concentragdes do ini-
bidor (B3 45 I: 1; 0,5; 0,25 e 0,10 mg/ml) mostraram gue nao
houve diferenga visivel entre as linhas de precipitacaoc for-
madas nas reacgtes entre o antissoro para o TMV s os antige -

nos, TMVY ou VI, no teste de dupla-difusao em agar,

4.2.4. Efeito de diferentes concentragoes do inibidor sobrs

a infectividade do THV

0 efeito de diferentes concentracdes do inibidor sobre a in-



Figura 4. Eletromicrografias de MV controle, do IN e da mig
tura TMV-IN, coradas por contrastagao negativa
{PTK a 1%, pH 7,0).

A

B

-

TMY normal.

Aspecto do IN mostrando as circunvolucdes ca-
racteristicas.

TMV=IN: particulas com acentuadas alteragtes
do diametro.

TMV-IN: partfculas fragmentadas na regiac pro-
xima de contato com o IN.

TMV-IN: particulas com alteracdes do diamstro
{(espessamento ou adelgacamentol.

TMV-IN: partficulas mostrando, além de altera-
cbes do didmetro, deposicdo de granulos do IN
sobre as mesmas, com evidentes guebras e modi-
ficactes da estrdtura nas extremidades das par
t{culas, -



f— ..Mw..-.%

4 m




Figura 4.

Eletromicrografias de TMV controle, do IN e da mig
tura TMV-IN, coredas por contrastacgao negatival(PTK
a 1%, pH 7,01},

G - TMY-IN: partfculas com alteracOes do didmestro.
H, T & M - TMV-IN: além de alteragdss do didmetro
das particulas, deposicac de granulos

sochre as mesmas, com evidentes guebras
e modificagoes de estrutura nas extremi
dades das particules.

J - TMV-IN: partfculas com alteragtes do did&metro.
L - TMV-IN: além das alterecOes citadss anterior -

mente, presenga de numerosas particu -
las fragmentadas.
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fectividade do TMV (0.1 mg/ml em tampac de fosfato 0,024 de
pH 7,0) foi verificedo, atraves de ensaios biologicos, em fo
lhas de glutinocsa. A concentragéoc inicial do  inibidor foi
de 4,0 mg/ml e a partir desta, foram preparadas as diluigoes
com égua destilada, ate 1:200. 0Os resultados demonstraram
gue ha proporcionalidade entre o logaritme das concentragdes
do inibidor (log X) e & porcentagem de inibicao obtida (Tabeg

la 12 8 Figura 5.

Tabela 12. Resultados dos ensailos hioldgicos efetuados para
avaliar a agao de diferentes cancentragoes do IN
sobre & infectividade do TMV em folhas de gluting

sa.
Concentragao % inibicgac ) %
do IN Media
{mg/ml) 1 2 3 4 5 g
4,0 50,1 88.¢ 86,0 88,2 81,6 92,2 87,6
2,0 51,5 80,0 /73,5 79,3 8c,6 84,0 78,8
1,0 58,3 76,4 62,8 80,7 62,7 68,00 BE,4
0,5 65,7 84,2 56,4 55,3 50,2 50,8 57,0
0,2 43,1 41,0 43,8 41,7 42,5 42,037 42,3
0.1 28,2 27.8 26,4 28,8 28,2 34,8 29,1
0,072 3,E 2.0 2,5 3.0 2,8 3,0 Z,8

Para cada rapeticac foi usado:

1,0 mi do IN, em cada concentracaoc, + 1,0 ml da suspen-
sao de TMV (0,1 mg/ml em tempac de fosfato 0,02M de oH
7:07).

Controle: 1,0 ml de &pua destilada + 1,0 ml da mesma
suspensac de TMV.

& -
Na Figura 5 foram empregadas as medias aproximadas.

4.9.5, Efelito do inibider sobrs a infectividade do THMY am di

ferentes concentracoes
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Foli verificado, através de ensaios hioldgicos, o efeito de
uma concentragaoc constante do IN (2 mg/ml) schre a infecti
vidade de diferentes concentragdées de TMV em folhas de glu
tinosas. A ceoncentragao inicial de TMV foi de 1,0 mg/ml,em
tampao de fosfate 0,02M de pH 7,0. A partir desta, foram
feitas diluicoes, usando-se o mesmo tampao como diluente,

ate 1:1000,

0s resultados dos ensaios bioldogicos {Tabela 13 s Figura
B}, revelaram gus a porcentagem de inibigéa aumsntou pro-
porcionalmente so decréscimo da concentracao dao TMV, repreg
sentada no grafico come logarfitmo da concentracdc de ™Y
flog X1}, Na mesma figura, pode-se cbhservar gue as euUrvas
obtidas 2 pertir do nimero médio de lesces por meia-folha
em fungao do log X, para o TMV tratado e para o TMV contrg

le, nao sao proporcionais.

Censiderando-se cada concentracac de TMV como ums dose de
X & transformando-se as mesmas em log 1000X, tomou-~se 0
maicr numerc de lesoss por meia-folha encontrado, para o
TMV tratado e para o TMV cantrole, como 100% e, calculouy -
-se as porcentagene correspondentes ao numero de lesdes em
cada meia-folha, para cada doss de X, no tratamentoc e no
controle. A partir destas porcentagens foram calculados
os probitos (Y} correspondentes. Atraves dao oconhecimento
dos valores de Y, foram celcuylados os valores para o cogfi
ciente angular de regressdc (b pare ¢ TMV controles e b’ pa
ra c TMY tratadol}, e a pertir destes, calcularam-se as res
pectivas linhas de¢ regressac, segundo a frrmula: y - Y = b
(X - X). 0Os valores resultantes do cdlculc de v foram co-
locados ,nc gréafico,ne =2ixo das onrdenadas contra o log 1000X
no eixoc das abcissas . (Tabele 14 e Figura 7). A analise
da variancis da regressao, tantoc para os valores de y obti

dos para ¢ THY tratadoc comoc pera o TMV controls, mostrou

i
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gue a inclinacgac das linhas difers significativamente de zs-

ro, aoc nivel de 0,1%.

Foi calculado para cada dose de X & média dos probitos [Y) =

os resultados estao apresentados na Tabela 15 e Flgure 7.

Tabela 14. VYalorss de y obtidos para cada dose de X { log
1360X), tento para o TMV tratado com o IN como
para o MV controle.

Valores de y‘}:c
X log 1004OX
Tratamento Controles
1,0 3,00 4,84 5,00
0,85 2,88 4,37 4,88
0,1 2,00 3,34 4,13
0,05 1,89 2,87 3,88
0,01 1,00 1,84 3,27
0,005 0,68 1,38 3,00
0,001 0,00 0,34 2,40

g — —
y = Y = bt {log 1000X - log 1000X)

Tabela 15. Media dos probitos para cada dose de X,{log 100C1,
tante para o TMV tratade com o IN, como parea ]
TMY controle

Média dos probitos (v}
X log 100OX
Tratamento Contrcle

I,0 3,00 4,86 4,89
0,5 2:89 4,17 4,70
0,1 2,00 3,58 4,18
0,05 1,689 3,08 3,58
0,01 1,00 2,22 3, 38
0.005 0,88 0,73 3,12
0.001 0,40 0,32 2,58
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Figura7-Linhas de regressdo calculadas para o TMV controle ( Je
para 0 TMV + IN{==--= }. 0 partir dos resultados do ensaioc

biologico sobre o efeito do IN na infectividade do TMV em
diferentes concentragdes.

® Media dos probitos obfidos para o TMV controle em coda dose
de X (log {000X)

O Medic dos probitos obtidos para o TMV + IN em cada dose de
Xx{ log {000X)
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4.10. Mecanisme de agio do inibidor

4,.10.1. TInoculagao do TMV e do inibidor, separadamente., com

diferentes intervalos de tempo

A aplicagéo previa do inibidor (72; 46; 24; 8; 2h ou 30 min)
simultanea ou posteriormente (30 min; 2:; B ou 24h) & inocula
gao com o TMV, revelou que, apenas no caso da aplicacao si-
multanea dos dois componentes {TMV & IN) houve reducao da in

factividade do virus (Tabels 18).

Tabsls 16. Resultados dos ensaios bioldgicos efetuados para
verificar a agac do IN gquando aplicado antes, si-
multaneo ou apcés o TMVY em folhas de glutinosa.

19 o
Intervalo sntre as N total de lesoces
aplicagoes do IN e Tratamento Controle % inibigao”
MY T
do Exp.l Exp.2 Exp.l Exp.2
72 h antes 750 520 855 515 7,2
48 h antes 485 G15 485 630 i,3
24 h antes 590 5710 590 5845 1.2
a
N 6 h antes 520 540 540 530 9,8
2 h antes 553 615 560 E10 0,4
30 min antes 520 B10 EG5 800 32,3
IN e TMV simultaneos| 320 210 815 760 86,3
30 min antes 320 260 515 380 36,3
2 h antes 385 415 380 420 0.0
TMyD
B B antes 430 580 450 560 0,0
24 h anteas 825 525 830 525 0,4
& - Soluga@o agquosa do IN (2 mg/ml) inoculsda numa metade da

folha de glutinosa. A cutra metade recebeu apenas &gua.
b - Suspensac de TMV (0,1 mg/ml em tampdo de fosfato 0,021 de
pH 7,01}, inoculada sobre teda a superficie foliar.
¥ % de inibicgac de média de dois experimentos.
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4,10.2. Inoculacao do TMV e do inibidor, separadamente, em fa

ces cpostas da mesma faolha

A aplicacgao do inibidor na face inferior da folha e do TMV na
face superior, com diferentes intervelos de tempe entre as a-
plicagoes, nao revelou gualguer efeito inibidor sobre a infec
tividade do TMV, para todos os intervalos de tempo ensaiados
(Tabela 17).

Tabela 17. Resultados decs ensaics bicldgicos efetuades para
veri ficar & agac do IN guando aplicado antes ou si
multaneamente a inoculagé&o com o TMVY, em faces o=
postas de folhas de gilutinosa.

¥

Intervalo sntre as N® total de lesbes
aplicagoes, em fa- "
ces opostas,do e Tratamento Controle % inlbigao
e do TMVb Exp.l Exp.< Exp.1l Exp.2

24 h antses 210 405 205 460 7,5
N 2 h antes als 465 300 490 11,4

30 min antes 280 410 280 430 1.4
IN e TMV simulténeos 680 750 885 830 5,2

a -~ Solucdo aquosa do IN (2 mg/ml) aplicade 2 metade da folha.
na face infericr. A noutra metade da folha de glutinosa,
foi inecculade com agua destilada.

b - Suspsnsao de TMV (0,1 mg/ml em tampao de fosfato 0,02M de
pH 7,0} inoculada sobre toda a superficie foliar, na facs
superior.

% - -
% da meddis de Iinibilgao de dois engaios.
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4,10.3. Agac do inibidor sobre diversas combinacgdes virus-

hospedeiros

Os reswultados dos esnsaios bioldgicos efetuados guanto ao
comportamento do inibidor sobre os virus TMY, PVX, CMV,BYMV
TSWY, STMV 2 LMV, guando estes foram inoculadeos em diferen-
tes hos pedeiros, demonstraram que so® houve redugac da por -
centagem de infectividade no caso das combinagoes: TMV-glu-
tinosa, TMV-datura, TMV-gonfrena, TMY-feijdo " manteigas ",
PVX~gon frena, BYMV-gonfrena & LMV-gonfrena.

Nestes hospedeiros; 0s sintomas induzidos forem do tipo lo-

cal (Tabela 18 & Figura B).

Na combinagac BYMV-fumo, apesar dos sintomas serem locais a
avaliagao da inibicao foi fsita segundo uma estimativa, uma
vez due as manchas cloroticas nao puderam ser contadas indi
vidualmente. Conferiu-se a inibigao uma nota, equivalente,
aproximadamente, a B0% de inibigac da infectividade do vi-

Us .

Nas combinagdes TMV-Ffumo, PVX-glutinosa, BYMY-feijdo "man -

£

teiga” ou "Scotia” e LMV~-C.guinca, para as guais os sinto -
mas induzidos foram do tipoc sistémico, nao ss verlificaram
guaisguer diferengas no grau de infectividade resultante da
inoculagao (em grupos de 10 plantes, cada) da mistura VI ou

dos virus nao tratsdos pslo IN.

O0s demais virus, TSWV, STMV e CMV, tanto guands 4inoculados
em plantas que mostraram sintomas locais (T3WY-feiiao "men-
tgipga” ou “Scotia”, STHMVY-gonfrena, STMV-fuma, STMV- Feijao

*manteiga® cu "Scoctia® e CMV-C.amaranticoler), como quando

inoculados em hospedeiros gue desenvolveram sintomas siste-

micos {(CMV-glutinosa, TSWY-Ffumo e STMV-fumol! nao demonstra-
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ram ter sofrido gualcuer efeite do IN sobre sua infectividg

de.

Tabela 1 8. Resultados dos ensaics bioldgicos efetuados para
verificar a agaoc do IN sohre a infsctividade de
diverscos virus inoculados em diferentes hospedel

ros, nos guais os sintomes induzidos foram 1o~
cais.

¢ O -

virus Hospedeiros N tota; de 1ESOBSD % inibicgao

Tratamento Controle

Glutinosa 395 2470 84,0
Datura 270 720 82,5
THY Gonfrena 485 1825 f 73,5
Feijao "Scotia” 125 580 78,4
PVX GConfrana 40 185 : 78,4
CMy C.amaranticolor 1360 1330 3,0
BYMY Gonfrena 530 1828 72,3
Felijac"manteiga" 745 730 5,6
TSMV Feijdo"Scotia” 30 35 14,2
Glutinosa - 895 11ig 1,3
| Feijao"manteiga” 210 175 0.0
8TMY Feijao"Scotia® 10 10 0,0
Gaonfrena 420 4140 0,0
LMV Gonfrena 280 13800 84,4

a - 1,0 ml de suspensao de virus purificado (TMV: 0,1 mg/ml
em tampdo de fosfato 0,021 de pH 7,0) ou do sucoc clari-
ficado (demaeis virus: 2 g de folhas + 5,0 ml do mesmo
tamp&o, acrescidoc de sulfito de sddic 0,4%)+ 1,0 ml do
IN (2,0 mg/ml).

b - 1,0 ml das mesmas preparacgoes de virus +1,0 ml de @&gua
destilada.

Os dados apresentados representam uma Unice expsriencia ,
tomada comg modelo, j& gue as repetigbes foram bastante
consistentes nos resultedos obtidos,



Figura 8.

Aspectos de folhas de diferentes plantas hospedei
ras inoculadas na metade direita com a mistura vI
rus-inibidor e na metade esquerda apenas com o vz
rus (controle), mostrando a redugao de infectivi-
dade do virus causada pelo IN.

A - TMV inoculado em glutinosa

B ~ TMV inoculado em datura

C - TMV inoculado em gonfrena

D - BYMV inoculado em fumo var. "White Burley"”.
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figura 8




5. DISCUSSAQG

5.1, Algumas caracteristicas ff{sico-quimicas da substancia
inibidorsa

0 estudo das ceracteristicas fisico-guimicas da substancia
inibidora, presente no extrato agquosoe de Ffolhas de abdti-~
lom, sugere ser ssta uma substancia de alto peso molsecuy -
lar. Uma svidéncia deste fato se prende a@os resultados a-
presentados na Tabela 3. A substancia inibidora ndo & dis
lisével, ficando retida no interior da membrana de dialise.
Estes resultados concordam com agueles obtides por diver-
sos autores, como por exemplo, KUNTZ & WALKER (1947}, GuP
TA & PRICE (1850, 1852}, SLAGLE et al. (1852), CROWLEY
{1955}, BENDA (18958}, McKEEN {(1958), FELDMAN (1563), FRAN-
CKI (1984), THOMSON & PEDDIE (1965), HODGSON et al. (18889)
e GROHMANN & MUSUMECI (1970}, os gquais trabalhando com ex~
tratos de dilferentes procedéncias, quer de plantas guer
de microrganismos, puderam verificar também a presenga de

inibidores nao dialisaveis.

Com base nos trabalhos de JERMOLJEV & ALBRECHTOVA (1886),
GROHMANN & MUSUMECI (1879, 1972), MAYHEW & FORD {1971} e
EBRAHIM-NESBAT & NIENHAUS {1972), o meétodo de filtragao am
gel de Sefadex fol aplicado com o propdsito de avaliar o
peso molecular aproximado da substancia inibidora., O fato
do inibidor, qguando submetido 3 filtragdo em gel de Ssfa-
dex, ter sido elufde no volume externo [VD] da coluna de
Sefadex G25 e no volume intsrno [ViB da cocluna de Sefadex
G50 (Tabelas 7,8 ¢ Figuras 1,2) estéd de acordo com os da-
dos obtidos anteriormente pela didlise, confirmande tra -
tar-se de uma substancia de alto pesc molecular. Sugerse,
@inda, de acordo com & tabela de limites des exclusao para

proteinas e polissacéridos, contida no manual da PHARMACIA
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(1866), gue a substancia tenha um peso molecular entre 5000
e 30000, se partirmos da hipodtese que ela seja de natureza
proteica, ou, entre 5000 e 10000 se for de natureza polissa

Lol »
caridica.

0s resultades obtidos pelo tratamento desproteinizador {(Ta-
bela 4}, onde se verificou gue 0 mesmo nac teve qualguer e-
feito sobre & capacidade inibidora de suco de folhas de abg
tilom, sugerem que a natureza guimice do inibidor nac seja
proteica. Este 1déia & também enfatizada pela auséncia de
reagéeg guando se aplicou ao inibidor os testes de Biureto
g Ninmhidrine, cujas reagoes positivas sugeririam o carater
proteico da substancia. Mails ume evidencia de gue nao se
trata de uma substancia proteica se baseia na grande estabi
lidade cda substancia ao calor. Durante 0s processes de ex-
tragao e purificagéeo,a solugac contende o inibidor foi sub-~
metida & fervura, por longos perfodeos de tempo, sem gue per
desse a sua capacidade inibidora. Fste cardter termoestéd -
vel da substancia tambeém foi usado por TAKAHASHI { 1542 ,
i848), HODGSON et al. (1868} e MAYEHW & FORD (1871) come
uma indicagao de gue as substancies, por eles estudadas,nao
eram de naturezsa proteica. Por outrc lado, os resultados
positivos cbtidos com os testes de Molisch e Antrona demens
traram a presenga de agUcares na molécula do inibidor, suge
rindo gue a substancia estudaﬂa seja de netureza polissaca-
ridica., possivelmente formada de resfiduos de hexose ou hexu
lose. 0Os dados apresentados por TAKAHASHI (1942,1848),H0DC
SON et al. (1969) e MAYEHW & FORD (1871) referem-se a polis
sacadridos, extraldcs de microrganismos, com propriedades an
tivirais., ©SLACGLE et al. (1852} e GUPTA & PRICE (1850,1852)
descreveram inibideres, extraidos de fungos, de natureza
nao-proteica, sem chegarsm, entretanto, a definir a estrury
ra das substancias estudadas. KASSANIS & KLECZKOWSKI{1348)

isolaram uma plicoproteina de folhas de Phytolacoce esculen-




-52-

ta respeonsavel pela inibigdo de virus.

Por outro lado, @ presaenca de inibidores de natureza pro-
teica foi verificada por mulfos autores, como KUNTZ & WAL-
KER {1947}, CROWLEY (1855), BENDA (1958), McKEEN { 1858
RAGETLI & WEINTRAUB (18852a, 189B2b), JERMOLJEV & ALBRECHTO-
VA {1886), gue trahalharam com extratos de diferentes plan
tas, snguanto gue LOEBENSTEIN & ROSS (1853) demonstraram
gque @& propria proteina do TMV era dotada de propriedade 1i-

nibidora.

Segundo os dados da literatura agul referidos parece gque a
natureza proieica dos inibidores estd, na maioria das ve-
zes, associada dguslas substdncias extraldas de plantas su
periores, snguanto que aocs microrganismos gstariam associa
dos o©s inibidores de natureza polissacarfidica. No caso do
ablGtilom, em se tratandc de planta superior, seria sspera-
do gue a8 natureze do inibidor fosse proteica. Porem, Gs
resultados obtidos indicam gque a substancia estudada & um
polissacérido. EFntretanto, convem salientar gue EBRAHIM-
NESBAT & NIENHAUS (1972) conseguiram extrair, de beterra -

ba, um inibidor de natureza polissacaridica.

Durante o trabalho experimental com o inibidor extrafdo de
abltilom foi verificado que a substancia era estavel ao en

velhecimente "in vitro®, guer em solugac aguosa, quer apos

ter sido liofilizada. Eata estabilidade se mantinha por
mais de uma semana, se a sclugac ficasse & temperatura am-
hiente & por meses, se fosse guardada a QQC. Mo caso da
substancia ter side liofilizada e mantida, sob véacuo, a
4OC a mstabillidade dela se prolongou por mais de um ano.

Tamhém estas caracterfsticas foram ohssrvadas pslos auto -
res gue trabalharam com inibidores de carater polissacari-

dico.
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A substancia inibidora guando tratada pelo carvédo ativo fi-
cou retida, conforme os dados da Tabela 5, da mesma maneira
gus ocutros inibidores presentes em extratos de outras plan-
tas. KUNTZ & WALKER (18947) isolaram de foltas de esplna -
fre um inibidor gue era retido pelo carvao ativo ndo sendo
removive l deste, guer por solugoes acidas, guer por alcali-
nas. 0O mesmo fendmeno de adsorgac foi observado por KASSA-
NIS & KLECZKOWSKI {1948) estudando as proprisdades da glico
proteina extraida de Phytolacca esculenta. FELDMAN (18833,

tambem verificocu o mesmo efeito de adscorcédoc, por carvao ati-

vo, dos dinibidorses por els astudados.

Uma outra caracteristice apresentada pele substancia inibi-
dora extraida de abltilom e comprovada através de testes
hiolégicos (Tabela 8), foi a estabilidade em meio alcalino
{pH 113}. Segundo os dados obtidos, o inibidor nao € precipi
tado pelo trataeamento com hidrdxidc de amonio, permanecendo
no sobrenadante e mantendo intacta a sua propriedade inibi-
dora. Estes dados sstaoc de acordo com agueles verificados
por MAYHEW & FORD (1871} em relagao ao pclissacdride extral
do de Physarum polycephalum, com o qual trabalharam, Po-
rém, KUNTZ & WALKER (19847), trabalhando com um inibidor de

natureza proteica verificarem a instabilidade do mesmo em

pH alcalino, acima de 8,0.

Dadas as caracteristicas do inibidor estudado e consideran-
do-se a possibilidade de ser ele um polissacarido, foi fei-
to um tratamentoe com diastase (o~-B amilasel!., De acocrdo com
08 resultados obtidos (Tabela 2) naoc houve gualquer altera-
gac do poder initidor da substancia apds o tratamento enzi-
matico, nas condigoes sm gue fol realizado. Esete fato, sn-
tretanto, nao significa gue nao tenha havido hidrdlise da
molécula do inibidor pela enzima. Apenas indica que a acac

inibidora de substdncia estudada nao foi alterada pelo tra-



..54...

tamento .segundo 0g resultados obtidos dos ensailocs bioldgi-
cos. Nac se deve eliminar & hipdtese de que as moléculas
do inibidor, apds o tratamento, tenham se hidrolisado, dan
do origem a residuos de menor pesc molecular, porém ainda
ativos gquanto a agéo inibidore sobre o TMV. Como no casc
do tratamentoc por diastase, verificou-se gue © tratamen
to de inibidor pela pectinase nao alterou a agao inibidora
do mesmo, sobre a infsctividade dce TMV. Tambem agui, naao
se pcde falar gue nao tenha havido agao hidrolfitica da en-
zima sobre o inibidor, mas que, caso esta tenha ocorrido .
o produte resultante da hidrdlise conserva, ainda, as mes-
mas caracteristices inibidoras. Istc poderia indicar gue
o IN, em si, n3o & uma molécula de alto peso molecular,mas
sim um radical menor ligedo a um suporte de alto peso mole
cular, possivelmsnte um polissacarido,. Isto no caso de
que a diastase ocu a pectinase tenham agido hidroliticamen-
te sohbre a substadncia inibidora. Mas deve-se considerar
também, a hipdtese de qus o IN, apesar de ser de naturesza
polissacaridice nao seja afetado peslas enzimas empregadas.
Uma maneira de se tentar esclarscer este ponto seria & as-
sociacao dos tratamentos enzimdticos & cromatografia, a
filtragac em coluna de gel de Safadex e a espectrofotome-
tria.

SELA et al. (18E4) e GRUOHMANN & MUSUMECI (1870, 1972) uti-
lizaram~se da analise espectrofotométrica aoc wultravicleta
come um dos metcdos gue lhes permitiu a caracterizagao das
substancias com as guais trabalharam. U inibidor extraido
de folhas de abltilom guando, submetido & espectrofotome -
tria aoc ultravicleta (Figurs 3], apresentou duas bandas ds
absorgao caracteristicaes: I(280-276 nm) e II{310-320 nm) .
Estes dados corrohoram com a ideia de gue a substancia nac

g uma proteina, uma vez gue estas apresentam um maximo de

absorbadncia em 280 nm, com o aparecimento de um pico hem
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definido . A comparacao entre o espectro obtido para}o ini-
bidor extraido de abltilom e agueles correspondentes a ou-
tros polissacaridos, comc o "Blue dextran 2000" e & pecti -
na, ambos de alto peso moleculer, mostrou algumas caractse -
r{sticas semelhantes. Apesar das caracteristicas consisten
temente observadas para o espectro obtido, dele nao se pode
tirar conclustes sobre a estrutura quimica do inibidor. Po
rém, ele serviu pare a avaliagao do grau de pureza do inibi
dor 8, @ exemplo de outros pesguisadores coms JERMOLJEV &
ALBRECHTOVA (1966}, GROHMANN & MUSUMECI (1870, 1972) e EBRA
HIM-NESBAT & NIENHAUS (1872), para acompanhar a eluigac do
inibidor nos ensaios de filtracado em gel de Sefadex (Figu-
ras 1,23. Neste caso, as fracgdes elufdas gue mostraram mai
or absorbancia correspondsram, esxataments, aquelas para as
guais ¢ ensaio biolcgico revelou a maior porcentagem de ini

bigao da infectividade do THMV.

5.2. Algumas caracteristicas da mistura virus-inibidor 8

consideracdes sobre 0 mecanismo ds ascga&aoc do inibidor

A maiordia dos autores gue trabalharam com inibldores de vi-
rus estudaram o comportamento da mistura vfrus-inibidar,qmﬁ
do esta foi submetida & ultracentrifugagao. Em todos os ca
sos obhservaram que o inibidor permanecia no sohrenadante,en
guanto gue o virus era separado do IN por sedimentagao, sem
mostrar qualguer alteracao na sua infectividade guando.,res-
suspendido nc tampao adeguado e novamente submetido a gnsai
os bipl&gicos. De acordo com os dados apresentados na Tabe
ie 11, & mistura TMV-inibidor comportou-se como Nos C&a8s0S Te
latados, ou seja, o inibidor permaneceu no sobraenadante, en
guanto gue o TMV foi sedimentado, apds o tratamento por ul-

tracentrifugacgao da mistura VI. Os ensaios bioldgicos rea-
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lizados com ambas as fragbes vieram comprovar que o THMV néo
perdeu sua infectlividede e que o inibidor ceontinuou ativo.
Estes dados concordam com os da literatura, comeo se pode ob
servar, entre outros, nos trabaslhos de SILL (1851), GUPTA &
PRICE {18952}, SLAGLE 2t al. (1952), BENDA (1956), LOEBENS -
TEIN & ROSS (1863) e FELDMAN (1963). FEstes resultados vem
demonstrar que a ligagac entre as partfculas de virus e a
molécula do inibidor & fraca, podendc ser facilmente rompi-
da pelo processo fisico da ultracentrifugagdo. O fato de
tanto o wvirus, como o inibideor, conservarem suas caracterfi
ticas, apos & ultracentrifugacado, sugere que o inibidor nao

desnatursa a particula de virus.

Segundo MAYHEW & FORD (1971), parece gue a acaoc do inibidor
se déd sobre as psrticulas de virus em si, por um processo
de recobrimento g agregagdo das mesmas. As particulas, as-
sim recobertas ou ficariam impedidas de penetrar nas célu -
las do hospedeiro ou nao se desencapariam gvitando a consse-
guente liberagao do Acido nucléico, para gue se efetuasse o

processo de replicagao no interior da célula vegetal.

A particula de virus em presenca do inibidor, guando anali-
sade ao microscopic eletrdnico, mostrou-se alterada guanto
ao s=2u contornoc, perdendo o cerater retilinec e tornando-se
irregular,com aumento de diameiroc. As particulas se aglome
ram irregularmente, e percebe-ss nitidamente o depdsito de
granulos na superficie das mesmas. O canal central conti -
nua visivel, apenas desaparecendo nos trechos recobertos pe
lo inibidor, que tem aspecto grumoso, formando massas dis-
formes & de volumes varidveis. Notam-se varios pontos de
guebra nas particulas, gspecialments prdximo acs pontos em
gue ela se aproxima ou entra em contato com ¢ inibidor. Em
geral, as extremidades das partfculas, sob agdo do inibidor

deixam de exibir angulos, tornando-se arredondadas a entumg
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cidas. TAKAHASHI (1848) 2 MAYHEW & FORD (1971) observaram
os mesmos detalhes 8 sugeriram gue os inilbidores, por eles

estudados, agiam diretamente sobre c virus.

A parti cula de virus, sob a agado do inibidor, nao perde a
sua cap acidade de reagir com o antissoro especlfico para
TMV, conforme os dados obtides nos testes de dupla-difusac
em agar . Considerandc-se & idéia de gue a agac do inibi -
dor seja puramente mecanica, de recobrimentec e agregagéo
das par tfculas de virus, seria possivel que a substancia
inibido ra, ac inves de recobrir completamente a super?fcie
da particula de virus, pudesse formar,em torno delas,uma re
de de malheas largas permitindo o desenvolvimento normal
das reacgbes seroldgicas entre as partfculas de virus e seu
antisso ro. Isto viria explicar os resultados do teste se-
roldgico, mesmo guando se uscu como antigeno misturas de
TMV ¢ inibidor, este Gltimo em concentragoes suficientemsn
te altas para que, nos ensalcs bioldgicos, a porcentagem
de inib igd0 da infectividade do TMV fosse de até 95%. 0
proprio agar utilizado como meio de difus&c para o antige-
no ¢ antissoro, nos testes serclogicos, poderia reter, por
adsorg&o, o inibidor, liberando as partfculas de virus, o
que poderia explicar os resultados iguais, obtidos guando
sg usou como antigenos misturss de virus-inibider ou sus-
pensaoc de virus purificado. FELDMAN (19863}, tambem consta
tou gque o TMV, em presenga de extratos de pimentao, nao
perdia seu poder antigénico de reacac quando ensaiado con-
tra ¢ antissoro especifico para o TMV. 0Os resultadeos podg
riam adinda ser explicados baseando-nos nas ohservacdes fel
tas ao microscépio eletrdnico que evidenciou o fato das
particulas de virus, sob agdo do IN, se fragmentarem, espe
cialmente proximo as extremidades. Os fragmentos meiores
poderiam reagir com o antissoro especifico sem gualquer al

teragao sensivel do tftulo do mesmo guandc comparado aque-
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le verificado pare o TMV purificado.

KASSANIS & KLECZKOWSKI (1948) estudaram o efeitc da diluigao

do suco eclarificade de Phytolacca gsculenta sobre a redugao

da infectividade do TMV g demonstraram cque o ponto finmal da .
diluigao do inibidor, no suco clarificado, correspondia a

1:10.000, e que na diluicdo de 1:100 a reducao da infectivi~.
dade do TMVY era de aproximadamsnte 895%. 0s mesmos autores

trabalhando com o inibider purificado - uma glicoproteina -
verificaram que na concentragaoc de 0,0002% (2ug/ml) ¢ efei-
to era praticamente o mesmo gue o observado para o suco cla-
rificado na diluigdo de 1:100. No caso do inibidor extrafdo
e purificado & partir de folhas de abutilom, o ponto final
de diluigdo do mesmc, em relagdo 3 inibigdo causada para o
TMY (0,1 mg/ml), foi da ordem de 0,02 mg/ml (Tabela 12 & Fi-
gura 513. Isto significa que o ponto final de diluigaoc do i-

nibidor extraido de P.esculenta, senda de ordem de 1:10.000,

corresponde a uma concentragadc da glicoproteina eqgulvalente
a 0,02 ug/ml e, portanto, cerca de 1000 vezes mais ativo que
o inibldor extraidc do abltilom. #Pare se obter a mesme agao
inibidora, de cerca de 83%, correspondente ao emprego de de
2 ug/ml da glicoproteina, fol necessdrio o emprego de uma s0
lugéo do IN de 2 mg/ml. Estes dados confirmam a eficdcia
1000 vezes meior da glicoproteina, guanto a acéao inibidorsa

sobre o TMV, em relagido ao inibidor aqui estudado.

Nos experimentes onde foil mantida constante a cancentracédo do
IN (2 mg/ml) e empregadas diferentes concentracoes do THV ,
varificou-se que,os dados obticdos para o TMV + IN & TMV con-
trole (Tabelas 13, 14 e 15 e Figuras 6 e 7) estédo de acordo
com a equagac da rete Y = a+bx, onde Y representa o probito
e X 0o log da concentragao do virus {expresso sm log 1000 XJ.
Uma vez que os dados obtidos se distribuem segundo uma linha

reta (Figura 7}, isto demonstra gue eles seguem uma distri -



buicac mormal. O fato das linhas de regressac para o THMV
contrele & TMV + IN, convergirem & medida gue & concsntra-
gao do wirus aumenta, sugere gue uma concentragaoc constan-
te do imibidor afeta diferentemente concentracgbes decres -
centes oo virus, donde se pocde concluir gue a agao do ini-
bidor se faz sobre a particula de virus e nao sobre a sus-
cetipbilidade da plante hospedeira. BSe o efegito do IN  se
manifes tasse sobre o hospedeiro, entac uma cencentracgao
constante do IN inativaris o virus,independente da concen-
tragao deste, 0 que nao ocorre,segundo os resultados obti-

dos.

Ensaios preliminares j& haviam demonstrado que a agao * in
vitro” do inibidor sobre o TMV ers instantanea, sendo des
prez{vel ¢ tempo de contato entre os componentes da mistu-
ra. Similarmente, KUNTZ & WALKER (19473}, GUPTA & PRICE
(1950), SLAGLE st al. (1852) e MAYHEW & FORD (1871) tambeém
demonstraram que o tempo de contato entre as substancias i
nibidoras, poer eles estudadas, e os virus ensaiados nac ti
nha gqualguer efeitc sobre a inibigado da infectividade obti
da.

Segundo BAWDEN cs inibidores de virus podem ser classifica
dos em dois grupos: os gue agem sobre & infecgaoc e os que
atuam na replicacac dos virus. Os gque agem sobres a infec-
gao também podem ser divididos em dois grupos: 08 gue agem
diretamente sobre as particulas de virus e os que afetam a
susceiibilidads do hospedeiro (BAWDEN, 18524),

A distincaoc entre os dois tipos de mecanismo de agao de um
determinado inibidor € bastents dificil e os autores, nas
suas sugestoes, se baselam na soma das evidéncias obtidas
a partir dos experimentos por sles rsalizades. De um modo

garal, o0s inibidores gque afetam & suscetibilidade do hospe
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delrpo podem ser distinguidos degueles cue agem sobre o virus
por certas caracteristicas, como as sugeridas por CROWLEY
{1955): a agao do inibidor depends do hospedeiro ampregado;
eles sdo mais eficazes guando a concentracdo do indculo 8 al
ta; agem guando aplicedos antes ou apos a inocculagado com o
virus ou quando aplicados na face oposta aguela ande o virus
€ inoculado. Outrec fato tomado por KASSANIS & KLECZKOWSKE
(1948) como indfcioc da acgac do inibidor sobre o hospedeiro é
que concentracgdes constantes do inibidor causam a mesma redu
¢do da infectividade do virus, independente da concentracao
deste. Fazendc-se uma cemparacgado entre os conceitos formula
dos por CROWLEY {(1955) e por KASSANIS & KLECZKOWSKI (1g48) ,
para explicarem a agéo do inibidor sobre ¢ hospedeiro, veri-
fica~se que elegs 530 contraditdriocs, pois enquanto o primei-
rc autor salienta gue & agdo do inibidor socbre o hospsdeiro
€ tento mais eficaz guento maicr for a concentragac do virus
usado, os autores seguintes sugersm que a concentragao do vi
rus nao altera a redugdo da infectividade causada pelo tratas
mento, do mesme, com uma concentragao constante de inibidor.
Se compararmos, sob este aspectn, o0s resultados agui obtidos
com os conceltos estabelecidos nos dois trabalhos menciona -
dos, podemes conclulr que os dados apresentados (Tahelas 13,
14 ¢ 15 g Figuras 6 & 7) estdao em total desacordoc com ambos
os conceitos estabelecidos. No nosso caso, guanto mais alta
€ a concentraegdo do virus, menos eficez é & agao do inibidor
{contraria o conceito estabelecido por CROWLEY, 1855), sendo
que a diluigao do virus resulta numa maior reducdo da infac-
tividade do mesmo em presenga de uma guantidade constante de
inibidor (contraria KASSANIS & KLECZKOWSKI, 1948). Pelo da-
des apresentados na Tabela 13, pode-se verificar gque a dilul
gao de 1:1.000, do virus, causa um aumento da redugdoc de in-
fectividade da ordem de 20%, para uma dada concentragao do i
nibidor. Segundc GENDRON & KASSANIS (195%4) s falta de espe-

cificidade do inibidor scbre os virus empregados e & depen -
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déncia do hospedeiro utilizado, também, sao tomadas como evi
déncias gue apoiam a idéia da ag&o do inibidor sobre o hospe
deiro. Segundo nossas chservagdes, o0s dados aqgui obtidos
ndo se enguadram nos demais cenceitos estabelecidos por CROW
LEY (18551) e por GENDRGON & KASSANIS (1854). Por ocutro lado,
TAKAHASHTI (1858), LOEBENSTEIN (1862), MAYHMEW & FORD {13871] e
GUPTA & RAYCHAUDHURI (1672) defenderam a ideia de que a agao
inibidora se faz sobre o virus diretamente, podendo ou nao
ser reversivel. Para isto, se haseiam, de um modo geral, nea
especificidade da acao do inibidor sobrg certos virus apenas
alteragdes na ultragstrutura da perticula infectante, guan-
do observada ac microscdpio eletrdnico; auséncia de agado pro
tetora guande o inibidor & incculado antes que o virus; ou
guando aplicade na face oposta a inoculada com o virus. Fato
e que muitas destas caracteristicas guando tomadas isoladas
podem confundir a interpretagé@ do tipo de mecanismo segundo
o gual se d& & agao do inibidor. A maioria dos autores como
SLAGLE et al. (1852), McKEEN (1856}, THOMSON & PEDDIE{188653],
GROHMANN & MUSUMECI (1972) tendem & apoiar a idéia que a a-
g¢ao do inibidor & sobre o hospedeiro,alterando a suscetibili
dade do mesmo. Entretanto, o fato da acac inibidora se ?57
zer sobre o hospedeirc, nac necessariamente significa gue
houve alteragao da suscetibilidade da planta, pois, para gue
isto realmente ccorresse, seriam necessarias alteracdes no
metabolismo da mesma, o gus levaria algum tempe 8 nas pode-
ria ser explicado pela acac protetora, na planta, induzida
pela aplicagdo prévia do inibidor 3 incculagdc com o virus,
gquando o intervalo entre estes aplicagdes fosse menor gue 1
hora. 0Os trabalhos de LOEBENSTEIN {1862} e SELA {(1962.1884,
1868} demenstram gue para gue hajz uma reacdo da planta, le-
vando & modificagéo de sua suscetibilidade cu formagao de um
fator anti-viral, como conseguéncia da infecgao prévia da
planta por um virus, é necessédrio um intervalo de tempo en-

tre os tratamentos de pelo menes 4 dias. Fstas substancias
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foram Inlcilalmente considercdas coms sendo um tipo de "inter
feron” - em analogia ao gue asentece nos eorganismos dos ani-
mais - poreém, difere destea, gespeclialments pela faltas da BSPS
cificidade em relagao ao hospedeiro, além do gue a natureza
guimica do fator anti-virel, descrito por SELA (1962, 1964,
1866}, semndo um acido nucleico discorda daguela verificada

para o "interferon” animal, gque & sempre uma proteina.

Similarmente,a aplicagado do inibidor na face oposta a da ino
culagdo com o virus nadc poderia modificar a suscetibilidade
do hospedeiro,se o intervalo entre as aplicagOes naoc fosse
suficientemente longo para que as mudangas metabdlicas pudes
sem ocorrer na planta, A agac sobre o hospedeiro pode ser,
simplesmente de cardter local e fisilco, como por exemplo: o
blogueio dos pontos ds entrads do virus na cédlulaza: 2 combina
¢ao do inibidor com constituintes especiais da célula: o blo
gueio competitiveo dos "sites” no hospedeiro essencieis ao 83
tabelecimento do virus nes primeiras fases da infeccao: com-
binagdo com sistemas enzimdticos especificos ou metabdlitos
necessarios a replicagdo do virus; falta de habilidade do
hospedeiro para dissociar o complexo virus-inibidor quando a
mistura de ambos se da "in vitro”; guebra das particulas de
virus, sob a a&gado do IN, impedindo a sua replicacio. Uma vez
gque a maloria dos inibidores ensaiados, até o presente momen
to, sao substancias macromoleculares [(proteinas simples ou
conjugadas, polissacaridos ou acidos nucléicos), como discu-
tido por McKEEN (195B8) eles nao sao dialisdveis e conseguen-
temente moléculas muito grandes para transper a membrana pro
toplasmatica da célula vegetal, penetrando e migrando atra-
vés do tecide, afim de poder agir no ssu interiocr. 0 autor
sugere, entdo, gue outras substdncias conjugadas, de menor
peso molecular e malor mobilidade possam ser scletivamente a
bsorvidas pelas células e,translocadas para aglr nos "sites”

especificos, blogueando o estebslecimente do virus nas pri-
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meiras fases da infecgdo ou, se considerarmos a hipdtese da
agado direta do inibidor sobre a partfcula de virus, impedin
do @ sua replicagéo por agregacgao das mesmas ne interior da
celula, evitando o descapamento das particulas e a conse-
quente liberagao do dcido nucléico, ou blogueando o sistema

enzimético necessdric & replicacdo das particulas.

Levando em consideragdc todas estas observacdes e baseando-
-ncs nas evidéncias j& realatadas, que sugerem uma agio dirs
ta do inibider, extrafido de abltilom, sobre o virus, procu-
ramos analisar os resultados cobtidos para os ensaios sobre
a aplicacéac separada do inibidor e do virus, na mesma face

cu em faces opostas da mesma folha de glutinosa.

Os resultedos de aplicagac do inibidor e do virus, separada
mente (Tabela 16) demonstram gue gquando o intervalo de tam-
po entre as aplicagdes € de 30 min., tanto para 6 inibidor
aplicedo antes como apds o virus, houve uma reducdo de in -
fectividade do TMV de 32,3% e 38,3%, respectivamente, em
contraposigadoc 3 porcentagem de inibigao (B66,3%) verificada
guando a inoculacdo do TMV se deu simultaneamente & aplica-
¢d0 do inibidor. Para os demais tratamentos (inibidor apli
cado 72, 48, 24, 6 ou 2 h antes que o TMV ou 2, 6 ou 24 h
depoils} nao houve gualguer alteracdo da infectividade do vi
rus,guando comparada aos controles nao tratados. As baixas
porcentagens de inibigdo encontradas para alguns intervalos
de tempo nao tem significado estatf{stico, uma vez gue gual
quer inibigdo da ordem de 20% * 2 ndo & considerada signifi
cativa (GUPTA & PRICE, 1850). £ necessario, entretanto, en
fatizer que nos tratamentos em que houve redugdo da infectl
vidade do virus, as folhas ainda apresentavam um filmeg de
solugac na superficie, comc consequéneia de aplicacdoc pré -
via da solugac do inibidor ou da suspensac do TMV. Havia,

portanto, a presenca de um meio liguido, entre as partfcg
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lag de wirus & as moléculas do inibidor, semslhante ao que
ocorre durante a reagac "in vitro”. Talvez seja esta a ex-
plicacdo pera a agdo inibidora de substancie guendo aplica-

da 30 min antes ou apds o THMV.

GUPTA & PRICE (1958), verificaram gue a aplicagdo do inibi
dor 30 min antes gue o virus reduziu a infecgéo em 57%, &
gue esta porcentagem aumentou em fungao de intervalos meno-
res entre as apzicagées do inipbidor e do virus. Os mesmos
autores verificaram gue,quando o0 inibidor fol aplicado ate
30 min apds o virus,a redugaoc da infectividade foi de 80% e
que,neste caso, intervalos menores gue 30 min nao alteraram
o resultado. HBaseando-se nestes rssultados os autores suge
riram, embora nao conclusivamente, gue o inibidor deverisa
sagir sobre a planta,alterando a suscetibilidade da mesma.
S30 da mesma cpiniao os autores SLAGLE et el. (18527, que
obtiveram inibicao satisfatoria guando aplicaram o inibidor
4 h antes ou 15 min apds o virus. McKEEN (1956), verificou
que a aplicagdo do inibidor até 24 h antes gue o virus pre-
viniu completamente a infecgac, nao tsndo, entretanto, gual

guer sfeito sobre o virus se aplicado 1 h apds. FELDMAN
{1963), obteve redugdc da infectividade do TMV guando apli-
cou 0 inibidor até 2 h antes. Com intervalos maiores ou a-
plicando o inibidor depols gue © virus nao obteve resulta -
dos. GROHMANN & MUSUMECI (1970, 1872), obtiveram inibigao
do TMV mesme quando o inibidor foi aplicado 1 h antes ou &
h depois da inoculagao com o virus. MAYHEW & FORD (1871) ,
por sua vez, verificaram gue o inibidor aplicado apts a ino .
culagao com © virus, com intervalos de tempo de no maximo 1

h, inibiu completamente a infectividade deo mesmo. Muitos
destes resultados paderiam ser interprstades como uma agac
direta sobre o virus, fora ou no interior do hospedeiro,mas
dificilmente, como sugerem alguns autores, resultantes de

modificacdo de suscetibillidade do hospedeiro.
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Quantc & aplicagac do inibidor na face oposta dquela que re-
cebeu o TMV, o8 resultados da Tabela 17, demonstram que nao
houve gqualgquer efeito do tratamente schre a infectividade do
virus. Contrariamente, GUPTA & PRICE (1852} usandc o mesmo
processo de inoculagdo ndo encontraram diferengas significa-
tivas guando compararam os dados obtidoe desta experiéncia
com aqueles resultantes do ensaio em gque o virus 8 o inini -
dor foram aplicados na mesma face da folha. Segundo gstes
autores n&o haveria nscessidade gue o inibidor entrasse am
contato direto com as partfculas de virus para gqus houvesse
inibigado da infectividade das mesmas, sugerindo uma agdo so-
bre a planta hospedeira. Resultados e conclusdes semelhan -
tes foram cbtidos por outros autores come CROWLEY (1955}, Mg
KEEN (13586), FELDMAN (1883) e GROHMANN & MUSUMECTI (1972}, Os
dados apresentados nas duas tabelas (16 e 17) vem reforgar a
hipotese agul sugerida de que o inibidor extraido de folhas
de abltilom age dirstamente sobre as particulas de virus,néo
alterando a suscetibilidade do hospedeiro, uma vez qus, ==}
nado houver um contato direto sntre ¢ inibider s o virus, nao

hd qualquer alteragds de infectividade do virus.

A discuss&o estsbelecida, anteriormente, nas considaragosas
gerais, socbre o mecanismo de agao dos inibidores ressaltou a
importancia da especificidade do inibidor, do tipo e da sen-
sipbilidade dos hospedelras empregados. Por esse motlvo a
substéncia extrafda de abltilom foi ensaiada, guanto a sua
agao inibidora, sobre diverses virus inocculados em hospedei-
ros diferenciais. B tamanho das particulas de virus foi to-
mada como 0 principel fator para a selegaoc dos mesmos, a se -
rem usados nos experimentos. Entre os virus alongados sele-
cionou-se o PVX (13 x 515 nm), o BYMY g2 o LMY (ambos com 15
x 750 nm); o TMV (18 x 300 nm) foi tomado como exemplo de vi
rus do tipc hastonete; entre os virus isodiamétricos foram

sscolhidos o CMY ( 28 nm} & o STMV {(25-30 nm): o Tswy { §0 -~
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- 120 nm) Fol selecionado como exemplo de virus esferoidal

provido de membrana.

Para cade virus empregou~se, pelo menos, duas plantas hos-
pedeiraes diferenciais, guante ac tipo de sintomas nelas in
duzidos, ou seja, sintomas sistemicos ou locals. OUOs re-
sultados {(Tabela 18) demonstreram gqus, em Funqéc dos hospe
deiros e dos virus usados, o inibidor mostrou-se altamente
especifico, agindo somente scbre os virus do tipo alongado
ou bastonete, guando inoculados em plantas que desenvolve-
ram sintomas locals. Nas plantas em que o sintomas fo-
ram sistémlcos naoc se notou qualguer diferenga na severida
de deos sintomas.,ocu no tempo necessario para que estes se
manifestassem, guando se compararam os resultados a partir
das inoculagdes realizadas com os virus tratados pelo ini-

bidor com agqueles obtidos para os respectives controles.

No caso dos virus isodiamdtricos, recobertos ou nao por
membrana, o inibidor nac alterou a infectividade dos mes-
mos, tanto guando eles foram inoculados gm nospedeiros gue
desenvolveram sintomas sistémicos,como nos gue mostraram
sintomas locais. Estes resulfados vem corroborar com a
idéia de que o inibidor extraldo de folhas de ablitilom, e-
ge sobre o virus em si, 8 sugere gue o tamanho da particu-
la &€ importante para que esta agado inibidora se manifeste.
Fste fato, talvez, pudesse ser explicado considerando - se
os tipos de lipgagdes aqus estariam envolvidas no procs8sso
de complexacao entre as moléculas do inibidor e as particg
las de vfrus, através do tipo e de distribuigao de cargas
eldtricas no inibidor e ao longe das partfculas de virus,
o gque asssguraria, alem da formacac do complexo, a agrega-
gd0 das prdéprias partfculas recobertas pelo inibidor, como
se¢ observa ao microscopio eletrdnico. Parece, peis, haver

gspecificidade da agao do inibidor e gue esta estaris rela
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cionada aco tipo e a forma do virus empregado e nac aoc hospe-
deirp, uma vezZz gue uma mesma plante reage difersnitemente se~
gundo o virus empregado. O exemplo mais tfipico gue se pode
tomar para demonstrar gque o hospedeiro nao tem qualguer in-
fluéncia sobre a redugéo da infectividade dos virus emprega-
dos, em presenga do IN, € o caeso de plantas de glutincsa. Pa
ra o TMV (sintomas locais) foi verificada inibigao, enguanto
gue para 0 PVX {sintomas sistémicos) nao se observou qual-
quer indicio de inibigdo. Tambeém ndoc fai verificado indfci-
os de inibigao guando os virus empregados foram o TSWV ( sin
tomas lacais passando a sistémicos) e o CMV (sistemico)l, o
feijae "Scotia” também se prestou muito bem ao tipo de expe-
rimento, em guestao, mostrando gue o IN somente agia guando
se inoculava, nesta variedade, um virus do tipo bastonete,co
mo o TMV, gue manifestasse sintomas locais. Os virus isodia
métricos STMV e TSWV, ambos indutores de sintomas locais nes
ta variedade de feijac, nac sofreram gualguer redugao da in-
fectividade gquando sob & agado do inibidor. Por outre lado,
o BYMV, embora sendo um virus alongado, que guando inoculado
em gonfrens (sintomas locals) se mostrou inibido, gquando ing
culado em feljdo "Scotia” (sintomas sistémicos) nadp teve sua
infectividade alterada pelo tratamento com o inibidor guando

comparada ao controle.

Empregando~se feiidoc "manteiga” como hospedeiro, o TMV nac
mostrou sintomas, quer locais, quer sistémicos: o BYMV (sin-
tomas sist8micos) ndo sofreu a acac do IN, o mesmo ocorrendo
com os virus STMV e TSWV, ambos indutores de sintomas locais
nessa variedadse de feijac. Tantoc o TMV, como o PVX & o BYMY,
inoculados em gonfrena {ambeos indutores de sintomas locais )
quando tratados pelo IN mastraram redugéo da infectividade ,
a0 passo que o STMV (sintomas locais) nao demonstrou sofrer
agao do IN. Estes rgsultados vem demonstrar gus a gspscie

de plante empregade como hospedeira nac tem gualguer inFlaéﬂ
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cia sobre & redugao da infectividade dos virus ensaiados ,
gquando #ob agac do IN. Este tipo de especificidade, esm rs
lagac & Fforma e ao tamanho das particulas de virus emprega
dos, Ffodi observada e sugerida por LOEBENSTEIN (19821, aon
demonstrar gue a proteina extraida de TMV inibia, além do
prépric TMV, o PVX, guande inoculado guer em glutinosa quer
em gon-frena, mas, gue nao tinha gualguer efeito sobre s]

CMV inoculado em Chenopodium amaranticolor. MAYHEW & FORD

{1971), a0 contradrio, conseguiram inibicac, além do THMV ,
de um vArus isodiamétrico (TRSV) mas nao do SBMV, também
isodiamé&trico, cuando estudaram o efeito do polissacarido

ehtido & pertir de Physarum polycephalum. 0 mesmo ocorreu

com a glicoproteiﬂa_extraida de Phytolageca ssculenta, por
KASSANIS & KLECZKOWSKI (1848}, gqus se mostrou ativa tante
sobre o TMV & © PVX, como sobre o CMY, TBSY e TNN,todos os

trés isodiamétricos.

Uma vez mais fica demonstrado que somente & analise conjun
ta de uma seérie de dados pede sugerir o tipo de mecanismo
de agdc exercido por um inibider scbre os virus, e gue no
caso do IN extrafide de abUtilom, a soma das evidéncias su-
gerem gue a sua acao se faga diretamente sobre o virus, ou
agindo mas primeiras fases da infecgac e impedindo sua re-
nlicagao. N&o hd evidéncias gque demonstrem uma agao dire-
ta sobre o hospedeiro levando & alteragles metabdlicas ou

mudancga ds suscetibilidade do mesmo em relagaoc ac virus.
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CONCL USBES

estudos regalizados neo presente trabelho permitirem che-

gar as seguintes conclusdes:

1.

0 extrato aqueso wbtido a partir de folhas de plantas de

AbUtilom striatum possuil uma substéncie inibidera de vi-

rus fitopatcgénicos.

0 inibidor nao € dialisavel, resiste ao tratamento des-
proteinizador, fica retido pelo carvac ativo, nao se al-
tera em pH alcalino, € termoestavel, resiste ao envelhe-

cimento "in vitro” e a dessecagao,

Nao perde & atividade inibidora guando submetida a trata

mentos enzimdticos por diastase ou pectinase,

Apresents espactro de absorgac ac ultravioleta com duas
pandas caracteristicas, embora discretas, em 280-276nm &
310-320nm.

Da resultados positivos quando submetido eos testes de
Antrona & Molisch, & resultados negativos para os testes

de Bial, Biursto g Ninhidrina.

Forma um complexo instdvel coam as pertfculas de TMV, gue
pode ser rompido pela ultracentrifugacac ,sem que haja al
teragéa da integridade e das caracteristicas dos compo -

nentes da mistura.

Parece recobrir as partfculas de TMV, promover o agrega-

mentc, fragmentacao e alteraegoes morfoldgicas das mesmas. -
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10.

11.

12.

_7D...

Nas reagodes de dupla-difusado em agar nado houve diferenca
em relacaoc ao titulo do antissorc para o TMV tratado com

o IN 8 o virus purificaedo (Contrclel.

Age sobre o virus, "in vitro”, instantaneamente, nao im-

poertando o tempo de contato entre ambos.

Nac age sobre o TMV guando aplicade antes ou despols des-
te, na mesma fTace ou em faces opostas da mesma folha de

glutinosa.

A agao inibidora (% ds inibigdo) & dirstamentes proporcio-
nal ao logarftmo da concentragao do inibidor em relacgao
a uma dada concentracas de TMV, e inversamente proporcio-
nal quande se mantém constante & concentracao do inibidor

g se Taz variar a do virus

A agao do inibidor se d& scbre a particula de virus em
si, e nAo sobre o hospedeiro, parecendo ser especifica pa
ra os virus bastonetes e alongados, nao tendo gualgquer e-
feito sobre a infecgao sistemica, mesmo guando caysada

por virus do tipo alongado ou hastonete.



7. RESUMOD

Uma subgstancia extrafda de folhas de Abutilon striatum Digks.

inibe & in Tecgao causada pelo virus do mosaicao do fumo (TMV],

guanda inoculado em folhas de glutinosa [ Micotiana glutinosa

L.}. A substancia termoestavel, n&o dialisavel e de alto pe-
so molecul ar (5000-10000) & de natureza polissacarfdica, po-
dendo ser retida pelo carvao ative, nao se alterando em pH al
caline ou quando submetida a tratamsnto para desproteinizacgac.
Nag € degr adada pelos tratamentcs com diastase ou pectlnase .
Possue duas bandas caracteristicas de absorgao ac ultravicle-

ta, nas regides compreendidas entre 260-276nm e 310-32Cnm.

A presenca de inibidor néo altera a capacidade ds reagdo do
TMV com seu antissore especifico, em testes de dupla- difusas
em ggar. O inibidor forma complexoc instavel com o TMV, poden
do ser sep arado deste por ultracentrifugagio. As eletramicro
grafias sugerem que o inibidor recubra as partfculas de virus,
além de promover o agregamento, fragmentagac e deformagdes
das mesmas . Mantendo-se constante a concentragao do THV a
porcentagem de inibigap da infectividade deste & fungao loga-
ritmica da concentragac do inibidor. A redugao da infectivi-
dade do virus,guando empregado em diferentes conceniragbes, €
inversamen te proporcional as concentragoes do mesmo, sob agao

de ume determinada concentragao do inibidor.

0 inibidor reduz a infectividads do TMV incculado em N.gluti-

nosa, Datura stremonium, Gomphrena globosa e Phaseolus vulga-
ris var. "manteiga®, mas nao afeta a infectividade deste quan

do inoculado em Nicotiana fabacum var. "White Burley”.Reduz,

também, a infectividade do virus X ds batate (PVX) em G.glc -

bosa, do wvirus do mosaico amarelo do feijoeiro (BYMV]) inocula
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do em G.globosa e em N. tabacum ver."White Burlsy”,s do virus

do mosalco da alface (LMV) inoculade em G.glebosa, Nao mos-
trou gualguer efelito inibidor sobre o PVX, BYMV e o LMV gquan-

do inoculados, respsctivamente, em N.glutinosa, P. vulgaris

var. "Scotia” ou "manteiga" g Chenopodium guinca. O inibidor

mostrgu-se inativo sobre a infectividade dos virus: mosaico
do pepino {CMV}, necrose branca do fumo {(STMV})}, & do vira-ca-
bega do tomateiroe (TSWV), guando incculados quer em hospedei-
ros que desenvolveram sintomas locels guer nos gue mostraram

sintomas sistémicos.

0 inibidor nao age sobre o TMV, guando aplicade antes ou apds
a2 lnoculagdo com o virus, em intervalos maiores gque 30 min .
Ndo se mostrou ativeo, tampouco, quando apiicado na face opos-
ts & gqual o TMV foi inocculado. Sua agao sg faz diretamente
sobre as partfculas de virus, e "in vitro” a reagaoc & instan-

tanea, nao importando o tempo de contato entre ambos.



8. SUMMARY

An inhibitory substance present in leaves of Abutilon stria-

tum reduced the infectivity of tobacco mosaic virus(TMV) when

assayed on leaves of Nicotiana glutinosa.

The inhibitory substance presented the following characteris-
tics: it was not dialyzable, it was stable in high temperature
and high pH (11). It was retained by active charcoal. The
substance was unaffected by treatments to inactivate proteins,
and seemed to be a polysaccharide of high molecular weight
(5000-10000).

It was unaffected by enzymatic preparations of diastase and
pectinase. The ultraviolet spectra showed two characteristic
bands: I (260-276nm) and II (310-320nm).

In serological agar double-diffusion tests, the presence of
the inhibitor did not interfere with the capacity of reaction
between the TMV and its specific antisserum.

The TMV-inhibitor bounds could be disrupted by ultracentrifug-
ing the mixture without 1loss of. activity of any of the

components.

Studies on the fine-structure of the complex virus-inhibitor
suggested that the virus particles were recovered by the
inhibitor which promoted their aggregation, fragmentation and
distortion.

At constant TMV-concentration, the percentage of reduction of

infectivity was a logarithmic function of ° dinhibitor
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concentration. Under the action of a constant inhibitor
concentration the reduction of TMV infectivity was

inversely proportional to the virus concentration.

The infectivity of TMV was inhibited when inoculated on N.

glutinosa, Datura stramonium, Gonphrena globosa, and Pha-

seolus vulgaris var.”manteiga"”, but infectivity was not

affected when the virus was inoculated on N. tabacum var.

"White Burley”. The inhibitor also reduced the infectivity
of potato X (PVX) on G.globosa, bean yellow mosaic virus
(BYMV) on G.globosa and N. tabacum var.”White Burley” and

of lettuce mosaic virus (LMV) on G.globosa. The inhibitor
did not affect the infectivity of PVX, BYMV, and LMV on

N.glutinosa, P.vulgaris var."Scotia” or "manteiga”, and

Chenopodium gquinoa, respectively.

The inhibitor was uneffective on the infectivity of cucum-
ber mosaic virus (CMV), a Brazilian strain of streak
mosaic virus (STMV) and the tomato spotted wilt wvirus
(TSWV) when inoculated on hosts in which local symptoms
were developed as well as on hosts in which the symptoms

were systemic.

Foliar application of the inhibitor before or after the
virus inoculation or application on the opposite side of
leaves inoculated with TMV did not react on the TMV,

It acted directly on the virus particles, and "in vitro”
reaction was instataneous, no matter how long the contact

between the two.
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