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I. SIGLAS E ABREVIAGOES

PVY — "potato virus ¥" — virus Y da batata
LMV — "lettuce mosaic virus" — virus do mosaico da alface

BCMV - "bean common mosaic virus" — virus do mosaico comum do feijoeiro

BYMV — "bean yellow mosaic virus" — virus do mosaico amarelo do feijoeiro
BMV — "beet mosaie virus" - virus do mosaico da beterraba
WMV — "watermelon mosaic virus" — virus do mosaico da melancia

AS-PVY-8-1 — anti-soro para PVY, obtido do coelho 8, série da sangria n% 1
AS-IMV-5-1 — anti-soro para LMV, obtido do coelho 5, serie da sangria n? 1
AS~BCMV=14~1 — anti-soro para BCMV, obtido do coelho 14, serie dasangrian?9l
AS-BYMV-27-1 — anti-soro para BYMV, obtido do coelho 27, serie dasangria n?l
SN — soro normal )

FCRC — folhas e caules recem~colhidos

R 30 — rotor 30

TFa — solugao tampao de fosfato de sodio 0,1M — pH 7,0 + Nap803 a 0,5%
TFb — solugao tampao de fosfato de sodio 0,01M — pH 7,0

NaCl a 0,85% — solugao de cloreto de sodio a 0,85% |

FA-1 — fase aquosa -~ 1

FA~2 — fase aquosa -~ 2

FE — fase etérica

FCCly, — fase com tetracloreto de carbono

CCly — tetracloreto de carbono

LS-1 — liquido sobrenadante - 1

LS-2 — liquido sobrenadante — 2

51 — sedimento - 1

8§, - sedimento - 2

S3 — sedimento ~ 3

Py — "pellet" - 1

iv — injegao intravenosa

imac — injegao intramuscular

pi — periodo de imunizacao (dias)

pr — periodo de repouso (dias)



11

' dd — teste de dupla-difusao em agar

PP — teste de precipitina em tubos

DOs¢¢ — densidade otica em um comprimento de onda de 260 nm

f.s. — preparagao purificada a partir de plantas de fumo nac infectadas

q.s. — preparagao purificada a partir de plantas de quenopodio nzoinfectadas
fj.s. — preparacac purificada a partir de plantas de feijoeironaoinfectadas
nm ~ nanometro

X — Engstron

¥pm — rotagoes por minuto

X g — numero de gravidades

v/v — volume por volume
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"ESTUDOS SOROLOGICOS DE VIRUS DO GRUPO DO VIRUS Y DA BATATA, QUE OCORREM NO
ESTADO DE SAO PAULO"

1. INTRODUCAO

O0s virus de plantas, considerados como membros do grupo
do virus Y da batata (PVY) (Apéndice 1), caracterizam-se por apresentar
determinadas propriedades em comum; particulas filamentosas, de forma a
longada e de aspecto flexivel, com um comprimento de 720 a 800 nm, sime
tria helicoidal e um passo de 343; ponto de inativacao térmica de 50° a
6000; concentracgdo em suco entre 5-25mg/1; longevidade "in vitro" de
poucos dias. Sao transmitidos por inoculagao mecﬁnica; por insetos veto
res (afideos)}, de forma nao-persistentej e, alguns, pela semente ( como
os virus do mosaico comum do feijoeiro, do mosaico da alface, do mosai-
co da soja e do mosaico do amendoim). Exames ao microscopio eletronico
de tecidos de plantas, infectadas por diferentes virus deste Erupo, tem
revelado certas caracteristicas em comum. A mais notdvel é a ocorréncia
de inclusbes lamelares, citoplasmaticas, que podeﬁ adquirir configura-
¢Oes variaveis em seccao, come linhas raralelas, catavento, anéis con-
centricos, etc., Além disso, alguns virus do grupo do PVY induzem cris-
tais intranucleares (virus "etch" do fumo, mosaico amarelo do feijoeiro
e duas estirpes brasileiras do PVY), Também, inclusdes intranucleares
fibrosas tem sido observadas em tecidos de plantas infectadas por virus
do mosaico amarelc do sals@o e virus do mosaice da beterraba. Diversos
trabaihos tém demonstrado que muitos virus do grups do PVY tem relacoes
sorologicas, entre si, em diferentes graus de afinidade, tendo alguns
autores aventado a pomssibilidade de se utilizar o;conhecimento destas
relagoes soroldgicas na classificagao filogenética dos virus de plantas.

Considerando-se que, até o presente momento, nao houve
qualquer estudo sobre a determinacdoc de relagoes soroldgicas entre vi-
rus, pertencentes ao grupc do PVY, isolados no Es‘ado de Sdo Paulo, a
presente tese visa contribuir, pelo menos em part:, para preepcher esta

lacuna, com o proposito de fornecer subsidios ac sistema de classifica-



¢ao de virus de plantas, proposto por BRANDES & BERCKS (1965). Tendo em
vista este objetivo, foram escolhidos quatro virus - virus do mosaico

da alface (LMV), virus do mosaico comum do feijoeiro (BCMV), virus do
mosaico amarelo do feijoeiro (BYMV) e virus Y da batata (PVY) - conside
rados como membros do citado grupo, isolados e identificados pela Sec-
¢do de Virologia Fitotécnica do Instituto Agronomico de Campinas e pela
Seccao de Virologia Fitopatoldgica e Fisiopatologia do Instituto Biold-
gico de Sao Paulo. Estes isolados foram purificados e concentrados, a
partir de plantas infectadas, de forma sisteémica, por inoculacao mecaqi
ca. As preparacoes, assim obtidas, foram submetidas a analise espectro-
fotometrica e a exames ao microscopio eletranico, com o fito, de se ava
liar o seu grau de pureza e a sua concentragido. Essas preparacoes foram
utilizadas na imunizacao de coelhos, para a producdo de anti-seoros, e em
testes sorologicos contra estes anti-soros, em combinacdes homdlogas e

heterdlogas, para a detecgdo de relagbes entre os virus estudados.

2. REVISAO DA LITERATURA

Desde os primdrdios da sorologia de virus de plantas, al
guns autores (BIRKELAND, 1934; BEALE, 1933, 1934; CHESTER, 1935a,1935b,
1937) ja preconizavam o emprego desta técnica na classificacao deste ti
po de patogenos. O desenvolvimento de métodos, . que permitiram a purifi-
cagdo de virus de plantas, e, consequentemente, & obtengdo de anti-so-
ros mais especificos, além do aperfeicoamento de técnicas mais sensive-
is na detecgdo de reagoes sorologicas, possibilitou a muitos autores,
verificar que certos virus, até entdo considerados distintos, sfo soro-
logicamente relacionados.

4 partir de 1940, com a evolugao da técnica de microsco-
pia eletronica, foi possivel determinar as dimensces e a morfologia &as
particulas de muitos virus de plantas, o gque permitiu a muitos autores
considerar gjue virus, com circulo de hospedeiras bem diverso, apresenta
vai semelhgngas n# morfologia e dimensoes de suas particulas.

BRANDES & WETTER (1959), tomando como critério a morfolo

gia e dimepsces das particulas de virus de planta, propuseram um siste-



ma de classificaqﬁo de virus alongados, em que ndo se considerou como
caracteristicas principais a sintomatologia ou o meio de transmissaos
BRANDES & BERCKS (1965) estabeleceram, como critérios principais na
classificacao de virus de plantas, a morfologia da particula e suas re-
lacoes soroldgicas. Assim, 0s virus de particula alongada foram dividi-
dos, em seis grupos. Por conven¢do, foi usado o nome do virus mais re-
presentativo, para caracterizar cada grupo {(grupo do virus "rattle" do
fumo ~ 130 a 210 nm, grupo do virus do mosaico comum do fumo - 300 a
315 nmy grupo do virus X da batata - 480 a 580 nm, grupe do virus § da
batata - 620 a 700 nm, grupo do virus Y da batata - 730 a 790 nm, grupo
do virus do amarelo da beterraba - 1230 a 2000 nm).

Segundo BOS (1970), o primeiro trabalho sobre a determi-
nacao de relacoes soroldgicas entre dois virus do grupe PVY, foi o de
BEEMSTER & VAN DER WANT (1851), em que os autores, por meio de testes
de microprecipitina, observaram que isclados de BCMV e BYMV apresenta-
vam rea¢oes cruzadas. Posteriormente, outros autores (BERCKS, 1960a
ZAUMRYER & GOTH, 1964; BOS, 1970; UYEMOTO et alii, 1972) confirmaram es
te resultado, utilizando outros isolados. Estes dois virus sao conside-
rados, pelas caracteristicas de aspecto e dimensodes de suas particulas,
com membros tipicos do grupo do PVY. Aséim, as particulas do BCMV,
segundo BRANDES & QUANTZ (1955), apresentam um aspectao filiforme
e tém um comprimento de ca. 7350 nm e um diametro de ca. 15 nm. Ygualmen
te, as particulas de BYMV tem um comprimento de 750 nm e um diametro de
14 nm, apresentando também um aspecto filiforme (BRANDES & QUANTZ, 1955;
BRANDES, 1964)., Por outro lado, varios autores tém observado que, tanto
o BCMV, como o BYMV, tem relacoes sorolégicas com outros membros do gru
po. Assim_o BCMV temafinidade sorologica com os seguintes virusdo grupo PVY:
""cowpea aphid-borne mosaic virus"™ (LOVISOLO & CONTI, 1966;BOCK, 1973a),
virus do mosaico da soja (QUANTZ, 1961), virus do mesaico da ervilha
(BERCKS, 1960a), "clover yellow vein virus" (GIBBS etalii, 1966),"cowpea
seed~borne virus" (UYEMOTO et alii, 1973), "Wisteria vein mosaic virus",
"pea necrosis virus"™ (BOS, 1970), LMV, '"pokeweed mosaic virus", '"maize
dwarf mosaic virus", "celery mosaic virus'", virus "etch" do fumo, estir

pes normal, necrdotica e C de PVY, "turnip mosalc virus", "watermelon mos



aic virus", "onion yellow dwarf virus", "Nothoscordum mosaic virus" R
"dasheen mosaic virus", "papaya ringspot virus", "bidens mottle virus"
e "blackeye cowpea mosaic virus" (SHEPARD et alii, 1974). 0s virus do
grupo PVY, que néo tem relacoes sorologicas com o BCMV, sao : 'passion
fruit woodiness virus" (PAYLOR & KIMBLE, 1964; TEAKLE &  WILDERMUTH,
1967}, virus de Voandzeia subterranea Thou (BOCK, 1973b) e "peanut
mottle virus" (BEHNCKEN, 1970; BOCK, 1973b). Segundo BOS (1971), alguns
virus dé Leguminosas, cuja descrigao foi incompleta, seriam relaciona-
dos com o BCMV: "azuki-bean (Phaseolus radiatus L var.aurea ) mosaic
virus" (MATSUMOTO, 1922), "asparagus bean (Vigna sesquipedalis' (L) Fruw )
mosaic virus" (SNYDER,1942; INOUYE,1969) ¢ "mung bean {Phaseolus lunatus
L) mosaic virus" (KAISER et alii,1968).

Varios autores tém determinado que o BYMV tem relacoes
sorologicas com varios virus, membros do grupo do PVY, a saber : virus
do mosaico da beterraba (BERCKS,1960b,1961), PVY (BERCKS,1960h,1961 ;
VAN REGENMORTEL et alii,1962), virus do mosaico da ervilha (GOODCHILD,
19563 BERCKS ,1960a; TAYLOR & SMITH,1968), virus do mosaico da sojaQUANTZ
1961); "Wisteria vein mosaic virus", "pea necrosis virus" (CONTI & LOVI
S010,1969; B0S,1970), "Eucharis mosaic virus" (BRANDES,1964),"carnation
yellow mottle virus" (HOLLINGS & STONE,1971), "clover yellow vein virus"
(GIBBS et alii,1966), "lupin mottle virus" (HULL,1968), "red clover ne-
crosis virus" (ZAUMEYER & GOTH,1963) e "blackeye cowpea mosaic virugh
(CORBETT,1957). Dos virus do grupo PVY, existenm alguns, os quais nao se
constatou relacionamento soreldgico com BYMV: "parsnip mosaic virus"
(MURANT et alii,1970), "Narcissus yellow stripe virus" (VAN SLOGTEREN,
19555 BRUNT,1971), "pepper veinal mottle virus" (BRUNT & KENTEN,1971} ,
"peanut mottle virus" (BEHNCKEN,1970; PAGHIO & KUHN,1973; BOCK,1973b) R
"coropea aphid-borne mosaic viéus"(BOCK,1973a), virusrde Voandzeia subter
ranea (BOCK,1973b) e "passion fruit woodiness virus" (TAYLOR & KIMBLE |,
1964; TEAKLE & WILDERMDTH,1967).

0 LMV caracteriza-se, como o BCMV e o BYMV, por ser um
tipico membro do grupo do PVY, pois suas particulas sao filiformes de
ca,750 x 13 nm (TOMLINSON,1964). Tem relacgpes sorolﬁgicas com o8 seguin

tes membros do grupo: virus do mosaico da cana-de-aclicar (BRANDES & BER



CK$,1965), PVY (BRANDES,1964; SHEPARD et alii,1974), "turnip mosaic vi-
rus" (BRANDES & BERCKS,1965; SHEPARD et alii,1974), BCMV, "pokeweed mo-
saic virus''y, "maize dwarf mosaic virus', "celery mosaic virus", virus
"etch" do fumo, "watermelon mosaic virus'", "onion yellow dwarf virus"
"Nothoscordum mosaic virus', "dasheen mosaic virus", 'papaya ringspot
virus! e "blackeye cowpea mdsaic virug" (SHEPARD et alii,1974).%*

As particulas do PVY, o virus representativo do grupo , -

sao filiformes como as dos demais, com um comprimento de ca.730 nm e
com um diadmetro de 11 nm (DELGADO-SANCHEZ & GROGAN,1970). Suas estirpes:
normal e necréticas (BODE & PAUL,1956; SILBERSCHIMIDT et alii,1954 3

BAWDEN & KASSANIS,1951; KLINKOWSKI & SCHMELZER,1957), tem relagdes soro
l6gicas entre si, em diferentes graus de afinidade (BARTELS,1957,1958),
bem como a estirpe C (BAWDEN & KASSANIS,1951).

O0s virus do grupo, relacionados sorologicamente com o
PVY, sdo: virus do mosaico da beterraba (BERCKS,1960b,1961), BYMV (BER-
CKS,1960b,1961; VAN REGENMORTEL et alii,1962), "watermelon mosaic virus"
(VAN REGENMORTEL et alii,1962; SHEPARD et alii,1974), virus A da bata-
ta (BARTELS,1964; FRIBOURG & DE ZOETEN,1970)}, virus "etch" do fumo
(BARTELS, 1964: PURCIFULL & GOODING Jr., 1970; SHEPARD et alii, 1974),
"henbane mosaic virus' (BARTELS, 1964; GOVIER & PLUMB, 1972)

"pokeweed mosaic virus" (SHEPHERD et alii, 1969; SHEPARD et alii

1974), virus SB29 (BAGNALL, 1963; BRANDES & BERCKS, 1965), “Eucharis

mosaic virus" (BRANDES, 1964), BCMV, "maize dwarf mosaic virus", "celery

mosaic virus", "turnip mosaic virus', 'onion yellow dwart virusg',
"Nothoscordum mosaic virus'', "dasheen mosaic virus", I'"papaya ringspot
virus", "bidens mottle virus', "blackeye cowpea mosaic virus" (SHEPARD

et alii, 1974) e "pepper mottle virus" (ZITTER & CO0K, 1973; PURCIFULL
et alii, 1973).

0 PVY naoc tem relagoes sorologicas com: 'peanut mottle
virus' (SUN &.HEBERT, 19723 BOCK, 1973b), "parsnip mosaic virus" (MURANT
et alii, 1970), "Narcissus yellow stripe virus'" (VAN SLOGTEREN, 1955;
BRUNT, 1971), 'tobacco vein mottling virus" (GOODING Jr. & SUN, 1972;
PIRONE et alii, 1973), "Peru tomato virus" (RAYMER et alii, 1872) ,
npepper veinal mottle virus" (BRUNT &. KENTEN, 1971), "Arizona pepper

*Quanto ao LMV, nao se tem referéncias, na literatura consulta-

da, sohre trabalhos que o distingam sorologicamente de outros virus do grupo

PVY «



virus®" (NELSON & WHEELER, 1972}, "cowpea aphid-borne mosaic virus"
(BOCK, 1973a) e virus de Voandzeia subterranea (BOCK, 1973b).

Como foi mencionado anteriormente, o trabalho de BEEMSTER
& VAN DER WANT (1951) foi o primeiro a relatar a detecgao de relagdes
sorologicas entre dois virus do grupo PVY - o virus do mosaico comum do
feijoeiro -(BCMV) e o virus do mosaico amarelo do feijoeiro (BYMV). Para
a obtencao de anti-sorc para os dois virus, os autores imunizaram coe-
lhos, pela via intravenosa, com o suco extraido de plantas infectadas
de feijoeiro ( Phaseclus vulgaris L var. Beka) com BCMV e, de fava
(Vieia faba L. var. Driemaal Wit } com BYMV. Essas plantas foram trituradas
em almofariz, o suco extraido manualmente e passado através de papel de
filtro. Em seguida, o suco foi dialisado em celofane contra agua corren
te, durante 3 a 4 horas. Os coelhos receberam 12 injegoes intravenosas
durante 3 semanas. Apos este periodo, estes animais ficaram em repouso
durante 7 dias, sendo-lhes, em seguida, coletado o sangue, do qual se
obteve o anti~soro. Este anti-soro foi submetide a uma absorcao com su-
co nao centrifugado de plantas sadias, pertencentes as variedades acima
mencionadas., 0s anti-soros, assim preparados, foram ensaiados em testes
de microprecipitina contra suco de plantas sadias e infectadas, centri-
fugado a 12000Irpm—20 min. Por meio destes testes, foram titulados 08
anti-soros para BCMV e os valores obtidos variaram de 1/256 a 1/512, en
quanto que os valores dos titulos dos anti-soros para BYMV foram da
ordem de 1/800, Os autores observaram que, cm combinagoes heterdlogas ,
ocorriam nitidas reagoes de aglutinagao entre os componentes solidos do
suco de fava infectada com BYMV e anti-soro para BCMV, Igualmente, o
anti-soro para BYMV reagiu com suco de feijoeiro infectado com BCMV.
BEEMSTER & VAN DER WANT (1951), em vista destes resigltados, concluiram
que os dois virus sido sorologicamente relacionados. Observaram, também,
que o BCMV tem a tendéncia de se associar com certog componentes soli~-
dos do suco, pois, quando se submete este suco a uma centrifugagdo, a
baixa rotacao, o sobrenadante obtido perde a sua infectividade, ¢ mesmo
nac ocorrendo em relacao ao sedimento.

BERCKS (1960a), trabalhando com guatro estirpes de BYMV

e uma de BCMV, determinou que, confirmando o trabalho anterior, os dois



virus tém afinidade sorologica. Os anti-soros, para estas estirpes fo
ram obtidos a partir de coelhos imunizados com preparacoes semi-purifi-
cadas, aplicadas pelas vias iniravenosa e intramuscular, sendo gue por
esta ultima via, a preparacac foi injetada em emulsao com adjuvante de
Freund. As preparagdes com virus foram obtidas a partir do suco extrai-
do de plantas infectadas. FEste suco fol submetido, primeiramente, a um
cicle de centrifugacao diferencial, seguido por uma centrifugacgao a
baixa rotacao, clarificacdo com eter, outra centrifugacdo a baixa rota-
cdo e, finalmente a uma dialise contra solugio de NaCl a 0,85%. O au-~
tor observou gue éxtratos brutos de plantas infectadas, ou aqueles que
foram submetidos somente a uma centrifugacdo a baixa rotacao, foram in
vidveis na sua utilizacdc nos testes sorologicos, pois a concentragao
do virus era variavel, sendo fregquentemente muite baixa. No decurso do
trabalho, quande o autor observava que um anti-soro estava com um titu-
lo baixo, promovia o aumento da concentracao dos aaticorpos, pelo trata
mento do anti-soro com solucao de sulfato de amonio a 40% seguido de
dialise, do precipitado dissolvido,contra solucao de NaCl a 0,85%. O
maior valor, obtido por BERCKS (1960a), na titulacao de anti-soros para
BCMV' foi de 1/3500, em combinagoes homologas; enquanto que, na titula-
cao de anti-soro para BYMV, o maior valor foi de 1/48000, no mesmo tipo
de combinacao. De um modo geral, os testes de precipitina revelaram que
o8 anti-soros para BCMV preduziam nitidas reacgdes heteralogasquandoem
combinag¢ao com preparacoes com BYMV, e que os anti-soros para BYMV pro-
duziam reacoes heteralogas menos nitidas, quando em combinacao com BCMV.

ZAUMEYER & GOTH (1964), ao estudar uma nova estirpe do
BCMV, isolada na Florida (E.U.A.), confirmaram os resultados de BEEMSTER
& VAN DER WANT (1951) e de BERCKS (1960a). Por meio de testes de micro-
precipitina, ZAUMEYER & GOTH (1964) determinaram que os anti-soros para
esta estirpe de BCMV apresentaram titulos homologos da ordem de 1/2048,
e gque, os anti-soros para BCMV e BYMV, enviados por BERCKS, apresenta
ram titulos de 1/2048 e 1/256, respectivamente, quando em combinagdo com
a estirpe americana do BCMV.

BOS {1970), estudando trés virus isol.ados de ervilha

( Pisum sativum L) e de wistaria ( Wistaria floribundq DC e W.einensisDC),



determinou, por meio de testes de micro-precipitina que, além dos tres
virus se relacionarem sorologicamente, o isolado de BYMV, utilizado co-
mo controle, apresentou fraca reacao sorolc’;gica com anti-soro para BCMY.

UYEMOTO et alii (1972), determinaram, por meio de testes
de microprecipitina, uma relagio soroldgica distante entre BCMV e BYMV.
0s autores observaram gque os titulos homdlogos dos anti-soros para o8
dois’ virus variaram de 1/2048 a 1/4096, e que nas combinacGes heterdlo-
gas os titulos variaram de 1/16 a 1/128. Porém, em testes de dupla difu
sBo em dgar nado conseguiram observar reacoes cruzadas entre anti-soros
e as preparacoes com BCMV e BYMV, quando tais preparacoes eram tratadas
com pirrolidina, Além disso, também ndo detectaram qualquer reacgdo sOro
logica entre os anti-soros e as preparagoes, ensaiados em testes de du-
pla-difusdo em agar contendo sulfato de dodecil-gddio.

As relagoes sorologicas entre o virus Y da batata (PVY)
e o virus do mosaico amarelo do feijoeiro (BYMV), foram determinadas por
BERCKS (1960b,1961). 0 autor, trabalhando com isolados de PVY, BYMV e
virus do mosaico da beterraba (BMV) observou, por meio de teste de mi-
croprecipitina, que os anti-soros, obtidos contra PYY, BYMV e BMV, apre
sentavam reagoes sorologicas em combinagbes homdlogas e alguns, em hete
rologas. O valor dos titulos homélogos obtidos em microprecipitina fo-
ram de 1/128000 para anti-soro contra BYMV, de 1/16.000 para anti - soro
contra PVY e 1/600 para anti-soro contra BMV. Os titulos heterblogos do
anti-soro para BYMV foram de 1/128 em reacdo com PVY e, 1/32 com BMV .
E, os titulos heterologos do anti-soro para PVY foram de 1/128 em rea-
¢ao com BMV e 1/8 com BYMV. 0 anti-soro para BMV nao reagiu em combina-
¢oes heterologas com PVY e com BYMV. 0 autor utilizou como controle, um
anti-soro para virus X da batata, com titulo homdlogo de 1/128000, e:ndo
observou reacao deste anti-soro contra preparagoes com PVY, BYMV e BMY,
0s anti-soros foram obtidos a partir de coelhos imunizados com prepara=~
goes com virus, utilizando-se uma combinaééo de injegoes intra-venosas
e intramusculares com adjuvante completo. Para a purificacido do PVY e do
virus X da batata, o autor utilizou o método de PFANKUCH & KAUSCHE (1938)
-~ BARTELS (1957) e para BYMV e BMV, o método de WETTER (1960). © primei

ro metodo utiliza cloroformio para clarificacao do suco extraido das



plantas infectadas e, para a concentraciao do virus, solucao saturada de
sulfato de amdnio e centrifugacdao a 15.000 rpm, por 3 horas. O sulfato
de aménio residual na preparacao e eliminado através de dialise contra
dgua corrente. 0 segundo método (WETTER,1960) utiliza a mistura difasi-
ca oter-tetracloreto de carbono para clarificagao do suco; para concen-
tracao do virus, ultracentrifugaqéo (33.000xg e 105.400xg); e, para
purificacao da preparagao com virus, foi utilizada a técnica do gradien
te de densidade e de dialise contra solucdo de NaCl a 0,8% - pH 7,0.
VAN REGENMORTEL et alii (1962), trabalhando com isolados
de PVY, BYMV e virus do mosaico da melancia (WMV), confirmaram os resul
tados obtidos por BERCKS (1960b,1961) quanto 3 determinacado de relagoes
sorologicas entre PVY e BYMV, Os anti-soros foram obtidos de coelhos i-
munizados por injeg¢oes intravenosas e intramuscnlares com adjuvante com
pleto, com preparagdes parcialmente purificadas deste trés virus. As
preparagoes com WMV foram purificadas de acordo com o metodo descrito
por WETTER (1960). Nos testes soroldgicos de micro-precipitina, foram u
tilizadoes, como antigenos, tanto o suco de plantas infectadas, clarifi-
cado por centrifugacao a baixa rotacido, como preparagoes parcialmente
purificadas., O valor do t{tulo do anti-soro para BYMV, em combinagoes ho
mélogas, foi de 1/256000 e, em combinagoes heterologas, 1/512 para PVY
e 1/8 para WMV. Quanto ao anti-soro para PVY, o titulo homologo foi de
1/8192, enquanto que os heterdologos foram de 1/32 para WMV e de zero pa
ra BYMV. O anti~-soro para WMV, titulado em combinacgoes homologas, apre-
sentou um valor de 1/16000, e, em combinagoes heterologas, os valoresfo
ram de 1/64 para PVY e 1/8 para BYMV. A falha na reagao do anti-soro pa
ra PVY com a preparacao purificada de BYMV foi interpretada pelos auto-
res como sendo uma baixa conceniragao em virus na préeparagao ensaiada.
SHEPARD et alii (1974), estudando 14 virus do grupo do
PVY, quanto 4 capacidade de reacgao soroldgica cruzada das proteinas dis
soniadas de seus capsideos, em testes de dupla-difuséo em agar, determi
naram que BCMV, IMV e PVY * sao relacionados sorologicamente. 0s auto-
res imunizaram coelhos com preparagoes purificadas, com virus "etch" do
fumoe & com PVY, tratadas com pirrolidina e formaldeido, segundo método

descrito por SHEPARD (1970,1972). 0s anti-soros obtidos foram ensaiados,

*_ BRANDES (1964) ao descreves as principais caracteristicas do
LMV, faz referéncia a uma comunicagdo pessoal de BARTELS, sobre a detecgao de
relag0es sorologicas entre o LMV e o PVY, sem, contuda, apresentar mais deta-
i1hes. Apenas mencicna gue o segundo autor observou uma fraca reagéao sorologl-

ca entre preparagﬁes com LMV e anti-soros para PVY de titulo alto.
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em testes de dupla-difusao em agar, contra preparagoes, tratadas com
pirrolidina-formaldeido, com 14 virus do grupo do PVY, e, também, con-
tra alguns membros de outros grupos. 0s autores observaram que, nestes

testes, as linhas de precipitag¢ao das reagoes sorologicas fundiam-se
completamente quando estavam em combinagoes diferentes virus do grupo
do PVY e os anti-soros obtidos. Contudo, os autores nao observaram qual
guer reacao entre estes anti-soros e as preparacoes com virus Pertencen
tes a outros grupos de virus de particulas alongadas. 0s autores con-
cluiram, com base nos resultados obtidos, que dos 14 virus estudados '
13 sao relacionados sorologicamente entre si - entre estes, BCMV, LMV e
PVY - exceto o "celery mosaic virus', que estaria relacionado parcial-
mente com estes ountros virus. Na discussio dos resultados obtidos, SHE-
PARD et alii (1974) observaram que, as proteinas dos capsideos dissocia
dos das particulas dos virus estudados, parecem estar mais relacionadas,
ao nivel imunoguimico, do que, o sdo as particulas intactas. F aventam
que as possiveis razoes, para este fato, poderiam eslar correlacionadas
com a aparente denaturacac da proteina do virus quando dissociada,tanto
por pirrolidina, como por sulfato de dodecil sodio. SHEPARD et alii
(1974) lembram que outros autores ( FURTH,1925; SELA,1969; SCHECHTER et
alii,1971; CONWAY-JACOBS et alii,1971) observaram gue o grau de denatu-
racao de antigenos proleicos, interrelacionados, pode promover o aumen-
to do grau de reatividade cruzada entre eles. Estes antores estabelece-
ram que, no caso dos polipeptideos sintéticos, onde ndo existe estrutu-
ra tercijaria, ou no caso de moleculas proteicas denaturadas, onde a re-
ferida estrutura e abolida, a seqliencia dos amino-acidos pode se tornar
diretamente envolvida na definicac da especificidade da molécula. Alem
disso, SHEPARD et alii (1974) comenlam que, tomando como base o trabaiho
de SCHECHTER et alii (1971), os determinantes antigenicoes de proteinas,
com uma estrutura terciaria definida, sao compostos de amino-acidos de
regioes separadas da cadeia polipeptidica que sao mantiidos em Justaposi
¢ao por uma intrincada dobra molecular. Assim, de acordo com MARGOLEASH
et alii (1970) e NLSONOFF et alii (1970}, uma homologia na seqgliencia des
amino-acidos em duas proteinas distintas pode ou nio ser revelada, aoni

vel imunoquimico, dependendo de varios fatores estruturais e imunogeni-
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cos. Porem, quando as proteinas sao denaturadas, segundo SCHECHTER et
alii (1971), as homologias da seqliéncia sao melhor expressas com oS an-
ticorpes, que sao reativos com uma determinada seqliéncia de amino-aci -
dos, sendo também reativos com uma seqliéencia idéntica de uma outra dife
rente molecula proteica. Ass}m, SHEPARD et alii (1974) aventam uma pos-
sivel explicagio para a convergéncia na especificidade antigénica, quan
do as proteinas, dos virus do grupo do PVY sido dissociadas - de que a
homelogia da seguéncia estad presente.

SHEPARD et alii (1974) apresentam outra explicacio, par-
tindo da premissa de que nao haveria idénticos determinantes antigeni-
€08 comuns entre as proteinas denaturadas dos virus estudados do grupo
do PVY, mas sim, muito poucos sitios, relativamente semelhantes, reati-
vos do anticorpo. Estas regioces da molecula do anticorpo tormar-se- iam
reativas nos anti-soros heterdlogos, somente quando a afinidade do anti
corpo atinge um nivel tal, suficientemente a110, para permitir uma liga
¢ao quase estavel com uma sequéncia de amino-acidos substituida, isto e,
gquando é reduzida a especificidade do anticorpo. SHEPARD et alii (1974}
observam que uma vez gue, no caso dos anti-soros para proteinas denatu=
radas, a reatividade c;uzada frequentemente aparece com o tempo, e emn
concordancia com EISEN & SISKIND (1964), a possibilidade aventada nio
esta fora de cogitagao, Todavia, por outre lado, ha casos na literatura
onde uma imunizacao prolongada pode revelar, tambem, determinantes anti
g%nicos com u'a menor poténcia imunogénica, como foi reportadoporFURTﬂ
MAYR & TIMPL (1972), ou entao uma especificidade mais restrita (HENNEY,
1970).

2. MATERIAIS E METODOS

3.1. Fontes dos virus

As plantas utilizadas para purificacao dos virus, foram
mantidas em estufa e, inoculadas mecanicamente. A infeccao induzida pe-
los virus nestas plantas, foi do tipo sistémico.

0 isolado de PVY * foi inoculado em plantas de fumo (47~

cotiana tabacum L var."Turkish” - com os fatores NN, que localizam o vi

* - Isolado de planta de batata (Solanum tuberoswn ), fornecide pela Seccdo

de Virologia Fitopatologica e Fisiopatalogia do Instituto Bioldgico (Sao
Paulo)
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rus do mosaico comum do fumo),hquando tinham de 4 a 5 folhas completa-
mente desenvolvidas. Apos 30 dias, da inoculagao, as folhas e o0s caules
foram colhidos e utilizados no processo de purificagaoc (folhas e caules
recém-colhidos~FCRC),

0 isolado de LMV ** foi inoculado em plantas de quenopo-
dio ( Chenopo@ium quinoa Willd),'quando tinham 5 pares de folhas comple-
tamente desenvolvidas, Apos 15 dias da inoculacao, as folhas e¢ os cau-
les foram colhidos e utilizados_no processo de purificacao (folhas e
caules recem-colhidos-FCRC).

0 isolado de BCMV *** foi inoculado em plantas de feijo-
eiro ( quseolus vulgaris L)} das variedades rosinha, preto e manteiga. 0
isolado de BYMV *** foi inoculado em plantas de feijoeiro ( Phaseolus
,vulgaris L) das variedades rosinha, preto, manteiga e "Scotia”. [Estas
pianf;é de feijoeiro foram inoculadas com BCMV e BYMV quando apresenta-
vam o primeiro par de folhas definitivas completamente desenvolvidas .
Apos 30 dias da inoculacao, as folhas e os caules foram colhidos e uti-

lizados no processo de purificacao (folhas e caules recem~colhidos-FCRC).

) : s ™ €
3.2, Processo de purificagao dos virus

0 processo adotado na purificacio **** dos virus, consti
tuiu-se numa adaptagao do descrito por WETTER (1960).

As centrifugacoes, a baixa rotagao, foram feitas em cen-
trifuga Tominaga Works Ltda (modelo TD-65) e as ultra-centrifugacoes em
ultracentrifuga Spinco{wodelo L), utilizando-se o rotor 30 (R30).

Ao final de cada purifieca¢ao, uma aliquota da preparacao
obtida foi examinada ao microscopio eletronico Philips (modelo EM 300),
pela técnica de contrastagao negativa (BRENNER.& HORNE,1959), e outra a
ligquota foi analisada em espectrofotometro Pye Unicam (modelo SP 1800),
na regiao do ultravioleta (200 a 300 nm).

Todas as etapas da purificacao foram conduzidas a baixa
temperatura (4°C), obedecendo o seguinte procedimento ;

Folhas e caules recem-colhidos (FCRC) de plantas infecta

das (100 a 500 g. de peso fresco) foram homogeneizados num liquidifica-

** - Isolado de planta de alface (Lactuca sativa L}, fornecido pela Secgao
de Virologia Fitopatoldgica e Fisiopatologis do Instituto Bioldgico
(Sao Paulo).

*¥¥% - Tsplados de planta de feijoeiro (Phaseoilus vulgaris L), fornecidos pe-
la Secgao de Virologia Fitotécnica do Instituto Agronomico (Campinas).

**%¥ - Foram também obtidas preparagoss purificadas a partir de plantas néo
infectadas de fumo, feijoeiro e quencpddio, que foram utilizadas como
controle nos testes sercldégicos.
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dor durante 2 min., em presenca de uma solucao tampao de fosfato de so6-
dio 0,1 M~-pH 7,0, contendo sulfito de sodio a 0,5% (TFa), numa propor-
cao de 2 ml de TFa por g. de peso fresco. 0 material, assim homogeneiza
do, foi filtrado em pano duplo de morim e submetido io processo de puri
ficacao.

Adicionou-se Ao suco filtrado éter etilico, livre de pe-
roxidos, {v/v) e deixou-se o material em agitagao constante por 20 min.
Posteriormente, centrifugou-se a 5000 rpm, por 5 min. Eliminou-se a fa-
se etérica (FE), com auxilio de uma pipeta acoplada a uma bomba de va-
cuo, e adicionou-se a fase aguosa (FA-1), tetracloreto de carbono, na
proporcgao de 0,8 ml de tetracloreto para 1 ml de FA-1., O material apos
ter sido agitado por 2 min, foi centrifugado a 5000 rpm por 5 min. Eli-
minou-se a fase contendo tetracloreto de carbono {(FCCly) e submeteu - se
a fase aquosa (FA-2) a uma ultracentrifugagdo, durante 60 min, a 30000
rpm.Descartou-se o liguido sobrenadante (LS-1) e os '"pellets" (P-1) fo-
ram dissolvidos em solucdo tampao de fosfato de sodio 0,0lM-pH 7,0
(TFb), quando a preparacao se destinava a exames ao microscépio eletro-
nico (A), e dissolvidos em solugao de NaCl a 0,85%, guando se destinava
a: analise em espectrofotomeiro (B), imunizagac (C) e testes sorologi-
cos (D). Osr"pellets" foram dissolvidos, tanto em TFb, como em solucdo
de NaCl a 0,85%, obedecendo~-se a uma relagdo de 1 ml de TFb ou de solu-
cdo de NaCl a 0,85% para 50 ml de FA-1, As preparagoes, assim obtidas ,
foram colocadas em congelador (-20°C) por 12 hs, e, apds este periodo
descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas por 30 min a .5000
rpm. O sedimento resultante (S3) foi eliminado e o sobrenadante (L5-- 2)
foi destinado a A, B, C e B conforme a conveniéncia do momento, Quando
do procedimento C, a preparagac foi dividida em aliquotas de 2 ml € guar
dadas em congelador (-20°C), até o momento de sua utilizagao. Nos  ou-

tros casos (A,B e D), o material foi imediatamente utilizado (Esquemal).
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ESQUEMA 1 : Fases da purificagao dos virus.
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3.3. Preparo de anti-soros

Para o preparo de anti-soros, foram utilizades 15 coe
lhos, pesando em media 2000 g. Destes 15 coelhos, 3 foram imunizados
com PVY, 2 com LMV, 7 com BCMV e 3 com BYMV. Os animais foram submeti.
dos a uma serie de inje¢oes, tanto por via intravenosa como por via in
tramuscular, de preparacoes purificadas com virus e sangrados periodi-
camente {Tabelas 1, 2, 3, e 4). As prepara¢oes, injetadas por via in-
“tramuscular, foram previamente emulsionadas, em partes iguais (v/v),
com adjuvante completo deFPreund. Antes de cada animal ter sido submeti
do ao esquema de imunizacgao, coletou-se 20 ml do seu sangue gue, sepa-
rado do coégplo, foi distribuido em ampolas e conservado em congelador
(-2000), até sua utilizagao nos testes sorologicos, preparagao esta, u-
sada como contr91e (soro normal-SN).

| is sangrias dos animais foram feitas atraves de um pe-
queno corte longitudinal, na veia lateral da orelha. { sangue (40 ml)
foi recolhido em um pequeno'frasco de vidro com boca larga e deixado
coagular por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o coagulo foi
destacado da parede do recipiente, com auxilio de um bastao fino de vi
dro, e, a mistura soro e coagulo, deixada em refrigerador (4DC), por
24 horas. Apos este periodo, o soro foi separade do coagulo por decan-
tagao e submetido a uma centrifugagao de 3000 rpm, por 10 min. O sobre
nadante obtido, foi distribuido em ampolas de vidro (2 a 3 ml/ampola),
sendo-lhe adicionado Thimerosal (a uma concentracao final de 1:10.000),
As ampolas foram seladas e guardadas em congelador (-2000) até sua uti

lizagao.

3.4, Testes sorologicos

Foram utilizados testes sorologicos de precipitina em tu
bos e dupla-difusao em égar, na determinagao do titulo dos anti-soros
preparados. Para este fim, os anti-soros foram dilu{dos, em serie, se-
guindo-se uma progressao geométrica de razao 2, com solucac de NaCl a
0,85%.



TABELA 1 - Esquema geral de imunizacao dos coelhos n2s 8,

com PVY,
coelho n2 8
série iv  imac pi pr sigla dos AS
1 7 - a7 10 AS-PVY-8- 1
2 - 1 i 110 AS=-PVY-8- 2
3 5 - 8 56 AS-PVY-8- 3
4 1 - 1 51 AS«PVY-8- 4
] 8 - 17 60 AS=-PVY~-8- 5
6 - 1 1 38 AS-PVY-B~ 6
7 3 - 27 74 AS=PVY-B- 7
8 - 1 1 41 AS-PVY-B- 8
9 12 - - 13 66 AS-PVY-8-9
10 6 - 13 21 AS-PVY-B-10
11 10 - 11 31 AS-PVY-8~11
coelho n2 15
seérie iv imac pi pr sigla dos AS
1 8 - 27 13 AS-PVY-15-1
2 - 1 1 40 AS-PVY-15-2
3 13 - 35 84 AS5-PVY-15-3
4 i - 13 21 AS-PVY-15-4
coelho n9® 13
série iv imac pi pr sigla dog AS
1 13 - 28 13 AS-PVY-13-1
2 8 - 40 o9 AS-PVY=-13-2
3 - 1 1 40 AS5-PVY~13-3
4 13 - 33 64 AS-PVY-13-4
5 6 - 13 21 AS5«PVY-13-5
iv -~ numero de injecoes intravenosas
imac -~ n2 de injeg9es intramusculares com adjuvante completo
pei,» - periodo de imunizagao (dias)

p.r. — periodo de repouso (dias)



TABELA 2

iv

imac
pPei.
Ps+Te

coelho n2 3

serie iv imac pi pr sigla dos AS
1 6 - 21 13 AS-LMV-3-1
2 - 1 1 10 AS~LMV-5- 2
3 - 1 1 100 AS~-LMV-5-3
4 - - - 25 AS-LMV-5- 4
5 - 1 1 93 AS-LMV-5- 5
] - 1 37 AS-LMV-5- 6
7 8 - 24 71 AS-LMV-5-7
8 - 1 1 45 AS-LMV-5- 8
9 8 - 19 23 AS-LMV-5- 9
10 - 7 66 AS-LMV-5-10
11 13 - 43 83 AS-LMV-3-11
12 10 - 32 12 AS-LMV-5-12
13 10 - 46 18 AS-LMV-5-13

coelho n2 19

serie iv imac pi pr sigla dos AS
1 4 - 8 "13 AS-LMV-19-1
2 12 - 43 B3 AS-LMV-19-2
3 10 - 32 12 AS-LMV-19-3
4 10 - 46 18 AS-LMV-19-4

+ ; A . ol .
numero de injegoes intravenosas

-, . 0 -~ . -
numero de injecoes intramusculares com adjuvante completo

periodo de imunizacao (dias)

periodo de repouso (dias)

17

- Esquema geral de imunizacao dos coelhos 3 e 19, com LMV.



coelho n? 6

L4 =
serie

iv imac pi pr sigla dos AS
- 6 - 22 56 AS-BCMV- 6
coelho n¢ 10
série iv imac pi pr sigla dos AS
1 3] - 43 12 AS~BCMV-10-1
2 - 1 1 34 AS-BCMV-10-2
3 3 - 11 32 AS-BCMV-10-3
4 - 1 100  AS-BCMV-10-4
coeiho n2 12
serie iv  imac  pi pr sigla dos AS
- 13 - 28 21  AS-BCMV-12
coelho n2 35
seérie iv imac pi pr sigla dos AS
- 23 il AS-BCMV-35-1
6 - 16 iz AS-BCMV-35-2

coelho n? 14

.
serie

iv imac pi pT sigla dos AS
k| 7 - 11 78 AS5-BCMV-14-1
2 19 - 49 77 AS5-BCMV~-14-2
3 B - 21 21 AS-BCMV-14-3
4 8 - 24 11 AS-BCMV-=14-4
B 1 - 1l 3 AS-BCMV-14.-5
8 5 - 14 10 AS-BCMV-14-6
coelho n2 20
serie iv  imac  pi pr sigla dos AS
X 4 - ird 28 AS~BCMV-20-1
2 19 - 58 68 AS~BCMV-20-2
coelho n@ 2]
serie iv  imac  pi pr sigla dos AS
1 4 - 7 28 AS-BCMV-21-1
2 19 - 58 68 AS-BCMV-21-2
3 8 - 21 21 AS-BCMV-21-3
4 - 24 11 AS-BCMV-21-4
5 6 - 18 10

AS-BCMV-21-3

TABELA 3 - Esquema geral de imunizacao dos coelhos 6, 10, 12, 14, 20, 21 e 35,‘

com BCMV,

iv - namero de injecoes intravenosas

. *, - . bt . -

imac - numero de injecoes intramusculares com adjuvante completo

pi - periodo de imunizacao (dias)
£ .

pr - periodo de repouso (dias)

8T
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TABELA 4 - Esquema de imunizacao dos coelhos n2 27, 2B e 31 com BYMV,

coelho n2 27

série iv imac Pi pr sigla dos AS
4 - 7 28 AS-BYMV-27.1
17 - 52 74 AS~BYMV-27-2
6 - 13 22 AS~-BYMV-27-3

coelho n2 28

gérie iv  imac  pi pr sigla dos AS
4 - 7 28 AS~-BYMV-28-1
17 - 52 74 AS-BYMV-28.2
6 - 13 22 AS-BYMV-28-3

coelhe ng¢ 31

série iv  imac  pi pr sigla dos AS
4 - 7 28 ASLBYMV-31-1

2 17 - 82 74 AS-BYMV-31-2

6 - 13 22 AS-~BYMV-31-3

N > .. ~ .
iv - numero de injegoes intravenosas

. , . - ™ .

imac - numéro de injéd¢oes intramusculares com
adjuvante completo

pi - periodo de imunizacao (dias)

pr - periodo de repouso (dias)



20

Nos testes de precipitina em tubos, foram misturadoes 1-
guais volumes de preparacao com virus e de anti-soro em tubos de vidro
(5 x 50 mm), que foram colocados em banho-Maria a 37°¢C por 2 horas. A~
pos este periodo, 0os tubos foram deixados em refrigerador (400) por
12 horas. Em seguida, os tubos foram retirados do refrigerador e fez-
se a leitura dos resultados.

0 procedimento seguido, para o preparo e realizacao dos
testes de dupla-difusao em agar, baseou-se no que ja foi descrito por
OLIVEIRA (1967).

0s controles, ntilizados nos testes sorologicos, obede-
ceram o seguinte esquema:

- preparagao com virus + solucdo de NaCl a 0,85%.

- preparagao com virus + soro normal,

~ anti-soro + solucao de NaCl a 0,85%.

3.5. Padronizacdo das preparag¢oes com virus, ensaiadas

em testo aorolégico de precipitina em tubos.

As preparacoes com virus foram ensaiadas, previamente,
em testes de precipitina em tubos, com o propésito de se estabelecer
os valores padroes em termos de absorbancia, em 260 mm, dessas prepara
¢oes, a serem adotados nas combinacoes homologas e heterologas.

Assim, preparagbes com cada virus foram diluidas, em so
lugao de NaCl a 0,85%, serialmente, seguindo-se uma progressao aritme-
tica de razao 2. Em seguida, cada série de diluigcao fei ensaiada com
um anti-sore homélogo diluide, em solugace de NaCla Q,85%, serialmente,
seguindo-se uma progressaoc geométrica de razao 2. A mistura foi incuba
da a 3700, durante 2 horas, sendo depois guardada em refrigerador por
12 horas. Findo este periodo, foi feita a leitura dos resultados.

Considerou-se como padrao, a serie de diluicao da pre-
paragio com virus, imediatamente menor aquela maior diluicio em que se
observou reagao com a maior diluicao do anti-soro, Sendo que a serieé de
dilui¢ado posterior nao reagiu com a maior diluig¢aoc do anti-soro. A ab~
sorbancia desta série de diluicao’adotada, foi determinada em um com-
primento de onda de 260 nm, sendo utilizada como um parametro para pa-
dronizar as preparacoes utilizadas nos demais testes. De acordo com a
preparagiao com virus ensaiada, utilizou-se como eontrole nog testes S0

rologicos uma preparacao purificada, a partir de um lote de plantas ndo
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infectadas, diluida para um mesmo valor em densidade otica (em 260 nm)

da prepara¢ao com virus.

4, RESULTADOS

4,1, Purificagdo de virus

A solucao TFa (Esguema 1), empregada durante a exiracao
do suco de caules e folhas de plantas infectadas, recém-colhidas, per=-
mitiu a obtengao de extratos, com coloracao verde clara. Estes extra-
tos, quando submetidos a tratamento dom eter, e posterior centrifuga-
¢ao, resultaram em uma fase aquosa (FA-1) de coloracao amarela translu
cida, que persistiu em FA-2, apos tratamento com tetracloreto de carbo.
no. Os "pellets", obtidos pela ultracentrifugacao de FA-2, quando dis-
solvidos em TFb.ou solugdo de NaCl a 0,85%, resultaram em SUSpensoes
de coloracao verde escura que, guando submetidas a congelamentc e des-
congelamento com posterior centrifugacao, resultaram em preparagoes
(LS-2) de aspecto limpido e translucido.

Exames ao microscopio eletronico das fases LS-2, obti-
das atraves da purificacao de extratos de plantas infectadas, com PVY,
LMV, BCMV e BYMV, revelaram a presenga de numerosas particulas de for-
ma aldéandawe-aspecto flexivel, de comprimento variados (figura 1),
Estas particulas apresentaram-se, muitas vezes, agregadas entre si, ig
do a lado, e, também, ligadas umas as outras, pelas extremidades. Ob-

servou-se, também, um grande numero de fragmentos isolados.

. ~ - L3 .
4.2, Padronizacao das preparagoes com virus, ensaiadas

em testes de precipitina em tubos

A concentragio padrio, em termos de absorbancia, em
260 nu, de preparacoes com PVY, posteriormente ensaiadas em testes de
precipitina em tubos, foi estimada em 3,5. E, as concentragoes padroes
de preparagcoes com LMV, BCMV e BYMV, foram estimadas em 4,5; 20 e 28,

respectivamente (Tabelas 5,6,7 e 8}.
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TABELA 5 - Esquema dos resultados de teste sorologico de precipitina
em tubos, em que se ensaiou um anti-soro para PVY centra
uma preparacao com PVY, com densidade Otica, em 260 nm igual

a 28.

PYY densidade otica 260 nm

AS~PVY 28,00 14,00 7,00 3,50 1,75 0,87 0,43 0,21

2 + + + + + ¥ + +

+ + + + + + + +

+ + + + + + + +

16 + + + + + + + +
32 + + + + + + + +
64 + + + + + + + +
128 + + + + + + + -
256 + + + + + + + -
512 + + + + o+ + - -
1024 + + + o+ + - - -

Densidade Otica padrao considerada, em 260 nm = 3,5
+ = Treacdo positiva

- = reagaoc negativa
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TABELA 6 - Esquema dos resultados de teste soraldgico de precipitina
em tubes, em que se ensaiou um anti-soro para LMV contra
uma preparacao com LMV, com uma densidade 6tica, em 260 nm,
igual a 36.

LMV densidade otica, 260 nm
AS-LMV 36,00 18,00 9,00 4,50 2,25 1,12 0,56 0,28
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
16 + + + + + + + +
32 + + + + + ¥ + +
64' + + + + + + + +
128 + + + + + + + -
256 + + + + + + + -
512 + + + + + + - -
1024 + + + + + - - -
Densidade Otica padrao considerada, em 260 nm 4,5

+

+ reacgao positiva

+ reac¢ao negativa
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TABELA 7 - Esquema dos resultados de teste sorologico de precipitina
em tubos, em que se ensaiou um anti-soro para BCMV, con-
tra uma preparacao com BCMV, com uma desnsidade Btica, em

260 nm, igual a BO.

BCMV densidade o6tica, 260 nm

AS-BCMV 80,00 40,00 20,00 10,00 5,00 2,50 1,25 0,62

+ + + + + + + +

4 +* + + + + + + +
8 + + + + + + + +
16 + + + + + + + +
32 + + + + + + + -
64 + + + + + + + -
128 + + + + + + - -
256 + + + + + + - -
312 + + + + + - - -
1024 + + + + - - - -

Densidade 0tica padrio considerada, em 260 nm = 20
+ - reacao positiva

- - reacgado negativa
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TABELA 8 - Esquema dos resultados de teste sorolagico de precipitina
em tubos, em que se ensaiou um anti-soro para BYMV contra
uma preparagac com BYMV, com uma densidade otica, em 260 nm,
igual a 58.

BYMV densidade dtica, 260 nm
AS-BYMV 56,00 28,00 14,00 7,00 3,50 1,75 c,87 0,43
+ + + + + + + -
+ + + + + + - -
+ + + + + + - -
16 + + + + + ~- - -
32 + + + + + - - -
64 + + + + + - - -
128 + + + + + - - -
256 + + + + - - - -
512 + + + - - - - -
1024 + + + - - - - -
Densidade o6tica padrado considerada, em 260 nm - 28

4

-~ reacao positiva

- reacao negativa
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4.3. Titulos homdlogos e heterdlogos dos anti-soros pa
ra PVY, LMV, BCMV e BYMV.

4.3.1. Testes de dupla~-difusio em agar.

Como se obsenva na figura 2, as linhas de precipitacao,
resultantes da reacao das preparagﬁes com virus e os anti-soros em teE
tes de dupla-difusao em égar, manifestaram-se ao redor dos orificios
em que se colocou as preparagoes, sendo de dificil visualizacao.

Os valores, obtidos na titulacgao de anti-soros para PVY,
LMV, BCMV e BYMV, ensaiados, em testes de dupla difusio em agar, en
combinagdes homélogas e heterologas com preparacoes purificadas com vi
rus, estao expressos na Tabela 9,

Pode~se observar, pelo exame da Tabela 9, que, de um mo
do geral, os valores dos titulos homologos sao iguais ou maiormsqueos
dos titulos heteréldgos, com algumas excessoOes, verificadas nas combi-
nagoes AS-PVY-8-3 e LMV, AS-BCMV-10-1 e LMV, AS-BCMV-10-2 e LMV, Al=-
guns anti-soros reagiram, em combinagoes heterélogas, somente quando
nao diluidos, como se observa, por exemplo, em AS-LMV-5, séries 3,4 e 5
ensaiado contra PVY. Em outros casos, nenhum dos anti-soros para um de
terminado virus reagiu contra outro virus, em combinagio heterdloga,
tal como se verifica nos ensaios em que se combinou AS~PVY-8, séries
1, 2, 3 e 4, contra BCMV e BYMV, por exemplo.

Pela comparagao dos resultados expressos na Tabela 1o,
pode se observar que os valores obtidos pela titulacao dos anti-soros,
em testes de dupla-difusao em agar sao menores gue os valores obtidos
em testes de precipitina em tubos; como por exemplo, ,nos ensaios em
que se combinou AS~PVY-8, séries 1, 2, 3 e 4, tem-se que os respecti-
vos titulos homologos sio 2, 64, 4 e 16, em testes de dupla-difusio,eg
quanto que, em testes de precipitina, os titulos sao de 33, 1024, 1024
e 256, respectivamente. Alem disso por estes mesmos resultados, pode-
se notar que a variacao do titulo de um mesmo anti-soro ndo é paralela
de acordo com os dois tipos de teste. Existe mesmo uma total discrepﬁg
cia entre os resultados dos dois testes, pois, como por exemplo, nas
combinagdes das séries 1, 2, 3 e 4 do AS~PVY-8 com BCMV nao se obser-

vou qualguer reacao, em testes de dupla-difusao em agar; enquanto que
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Figura 2: Laminas de teste: de dupla- difusdo em agar.
PVY - preparacdo purificada com PVY
LMV - preparacdo purificada com LMV

BCMV - preparacdo purificada com BCMV

BYMV — preparacdo purificada com BYMV

AS-PVY - anti-soro PVY

AS-LMV - anti~soro LMV

AS-BCMV - anti-soro BCMV

AS-BYMV-anti-soro para BYMV

{1,2,3,4,5,6 e 7 = anti=soro dilutdo a {72 ,1/4 ,1/8 ,1/16
{/32 , 1/64 e 1/128 , respectivamente.

para
para
para
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TABELA 9 - Titulos dos anti-soros para PVY, LMV, BCMV e BYMV, ensaia-
dos em combinacgoes homologas e heterdlogas, determinados

através de testes de dupla-difusao em agar.

Antigenos

Anti-soros

PVY LMV BCMV BYMV
AS-PVY-8-1 2 0 0
AS-PVY-B-2 64 2 ] 0
AS-PVY-B8-3 4 16 0 0
AS-PVY-B-~4 16 1 0 ]
AS-1MV-5-1 0 8 0 0
AS-IMY-5~2 0 32 0 )
AS~-IMV-5-3 1 32 B )
AS-IMV-5-4 1 16 2 2
AS-IMV =55 1 128 1 8
AS=BCMV-6 0 0 4
AS~BCMV-10-1 1 16 8 4
AS-BCMV-10-2 i 8 2 )
AS-BYMV-27-2 0 1
AS-BYMV-31-2 0 1

+ = O0s titulos estaoc representados pelo inverso da diluicao do AS.

CONTROLES :
AS + NaCl 0,85% ~ negativo
virus + NaCl 0,85% - negativo

SN + virus - negativo
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TABELA 10 - Comparacao dos valores dos titulos dos anti-soros para PVY,
LMV, BCMV e BYMV, ensaiados em combinagbes homologas e hete
rologas, determinados através de testes de dupla-difusio em

agar e de precipitina em tubos.

Antigenos

Anti-scros’

PVY LMV BCMV BYMV

. -

dd PP dd pp dd pp dd Pp

AS-PVY-8-1 2" 32 0 32 0 32
AS-PVY-8-2 64 1024 2 0 32 0 256
AS-PVY-8-3 4 1024 16 16 0 128 0 64
AS-PVY-8-4 16 256 ] 8 0 4 0 32
AS-LMV-5-1 0 0 8 0 0 0 8
AS-IMV-5-2 0 0 32 0 0 0 16
AS-LMV-5-3 1 0 32 256 8 16 0 16
AS-LMV-5-4 1 0 16 64 P 32 9 32
AS-LMV~5-5 1 0 128 256 1 32 8 8
AS-BCMV-6 0 0 0 4 1024 ) 256
AS-BCMV-~10-1 1 2 16 0 8 1024 4 128
AS—BCMV-10-2 1 2 8 0 2 4096 0 1024
AS-BYMV-27-2 0 0 1 0 4 128 8 128
AS-BYMV-31-2 0 0 1 8 4 1024 4 512

* = titulo do AS obtido em testes de dupla-difusao em agar

** o+ titulo do AS obtido em testes de precipitina em tubos

*** = 08 titulos estdo representados pelo inverso da diluigao do AS.

CONTROLES :
AS + NaCl 0,85% -~ negativo
virus + NaCl 0,85% - negativo

SN + virus - negativo



nas mesmas series de AS-PVY-8, em testes de precipitina em tubos, titu
ladas contra BCMV, os valores foram de 32, 32, 128 e 4,respectivamente.

Nao se observou yualquer reaqSo nos controles ensaiados
(soro normal + preparagac com virus; solugdo de NaCl a 0,85% + prepara

cao com virus; solucao de NaCl a 0,85% + anti-soro).
4,3.2. Testes de precipitina em tubos

Os valores, enconitrados na titulagao de anti-soros para
PVY, obtidos dos coelhos 8, 13 e 15, e, ensaiados em testes de precipi
tina, em tubos, em combinacoes homologas e heterologas contra prepara-
¢bes purificadas com virus, estao expressos na Tabela 11,

Por esta tabela, pode-se verificar que, em todas as sé-
ries de AS~PVY-8, 13 e 15, os titulos homologos sao maiores gque os he-
terologos, com excessao da série 1 de AS-PVY-8, em que o titulo homélg
go (32) é igual aos heterologos para BCMV e BYMV.

| 0s titulos heterologos para LMV, em AS-PVY-8, pratica-
mente naoc variam nas series 1 a 6, mas sofrem um aéréscimo da série 7
até a série 10, tornando-se nulo em AS-PVY-8-11., Em AS-PVY-13, os titg
los heterologos para LMV, t@émum maximo na seérie 3, para diminuir nas sé-
ries 4 e 5. E, em AS-PVY-13, os titulos heterologos para LMV, aumentam
nas series 1, 2 e 3, com um maximo na serie 4.

0s valores dos titulos heterélogos para BCMV, variam de
zero a 32, nas diferentes séries de AS-PVY-8, 13 e 15, com excessao de
AS-PVY-8-3, onde o valor obtido é de 128.

Os valores dos titulos heterologos para BYMV, enm AS-
PVY-8, variam de 32 a 64, exceto na serie 2 de AS-PVY-8 , onde o valor
é de 256, Em AS-PVY-13, o titulo heterologo para BYMV atinge um valer
maximo de 256, na serie 2, diminuindo para 32, na série 3, e aumentan-
do para 128, nas seéries 4 e 5. Em AS-PVY-15, o valor do titulo heterdw
logo para BYMV, nas séries 2 e 4, & de 1024, enquanto que, nas séries
1 e 3, us valores obtidos sao de 256 e 128, respectivamente.

Na Tabela 12, estao expressos os valores encontrados na
titulagac de anti-soros para LMV, obtidos dos cvelhos 5 e 19, e ensaia
dés em testes de precipitina em tubos, em combinaqaes homélogas e he-~

I - . - r
terologas contra preparacoes purificadas com virus.

31
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TABELA 11 Titulos dos anti-soros para PVY, obtidoes dos coelhos 8,
13 e 15, ensaiados em ecombinacoes homologas e heterolo-~
gas, determinados através de testes de precipitina em
tubos.

Antigenos
Anti-soros
PVY LMV BCMV BYMV

(D0.260 = 3,5)* (D0.260 = 4,5)

(D0.260 = 20) (D0.260 = 28)

AS-PVY-8-1
AS-PVY-8- 2
AS-PVY-B- 3
AS-PVY-8- 4
AS-PVY-8- 5
AS-PVY-B-6
AS-PVY-8- 7
AS-PVY-8-8
AS-PVY-B- 9
AS-PVY-B~10
AS-PVY-8-11

AS-PVY-13-1
AS-PVY-13-2
AS-PVY-13-3
AS-PVY-13-4
AS-PVY-13-5

AS-PVY-15-1
AS-PVY-15-2
AS.PVY~.15.3
AS-PVY-15-4

32%
1024
1024
236
256
256
1024
8192
4096
8192
256

1024
2048
40986
2018
2048

2048
8192
2048
8192

* 8 32 32
2 32 2586
16 128 64
8 4 32
16 4 64
16 4 64
64 16 32
256 4 64
1238 B 32

1024 4 54
0 0 654
16 16 16
32 32 256
128 32 32
64 32 123
16 2 128
0 8 256
32 16 1024
64 2 128
512 ) 1024

- densidade otica,

* ¥

CONTROLES:

'4 -
+ 05 titulos estao

AS +
virus +
SN -+

em 250 nm, das preparacées purificadas

representados pelo inverso da diluicAoc do anti-sorao

NaCl 0,85% - negativo
NaCl 0,85% - negativo

1 N
virus - negativo



TABELA 12
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Titulos dos anti-soros para LMV, obtidos dos coelhos 5 e

19, ensaiados em combinagoes homologas e heterélogas, de

terminados atraves de testes de precipitina em tubos.

Antigenos
Anti-soros
PVY LMV BCMV BYMV
{(D0260 = 3,5)* {D0260 = 4,5) (D0260 = 20) (D0260 = 28)
AS-IMV-5-1 0 0 0 8
AS-IMV-5- 2 0 0 4 16
AS-IMV-5- 3 0 256" 16 16
AS-IMV-5- 4 0 64 32 32
AS-IMV-5- 5 0 256 32 8
AS-IMV-5- 6 4 256 128 8
AS-IMV-5- 7 0 2048 64 256
AS-IMV-5- 8 4 2048 64 128
AS-IMV-5- 9 4 1024 8 16
AS-IMV-5-10 512 4096 32 512
AS-IMV-5-11 2 256 64
AS-IMV-5-12 1024 8
AS-1MV-5-13 4 512 16 64
AS-IMV-19-1 2 8 16
AS-IMV-19-2 0 8192 1024
AS-LMV-19-3 0 1024 32 64
AS-1IMV-.19-4 0 1024 2 64

. - N
* = densidade otica,

** L os titulos estlo

CONTROLES:

AS +
L3

Virus -+

SN +

em 260 nm,

das preparacoes purificadas

representados pele inverso da diluicao do anti-soro

NacCl 0,85% - negativo

NaCl 0,85% -~ negativo

virus

- negativo
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Pode-se observar por esta tabela, gue na maioria das sé
ries de AS~-LMV-5 e 19, os titulos homologos 2330 maiores do que os he
terclogos, exceto em AS-LMV-3-1, AS-LMV-5-2 e AS-LMV-19-1.

0s titulos heterclogos dos AS-LMV-5 e 19, em combina-
¢oes com PVY, praticamente variam entre zero e 4, exceto na série 10
de AS-LMV-5 em que o titulo heterdlogo para PVY & da ordem de 512.

O0s titulos heterologos para BCMV de AS-LMV~-3, em diver-
sas séries de sangria, atingem no maximo o valor de 32, com excegao de
AS-LMV-5-6, AS-LMV-3-7 e AS-LMV-5-8, onde os respectivos valores sao
128, 64 e 64. Em AS-LMV-19, o maior valor do titulo heterologo _para
BCMV, & de 32, na série 3 deste anti-soro.

Nas 13 séries de AS-LMV-5, otitulo heterdloge para BYMV,
nao ultrapassa o valor de 64, exceto em AS-LMV-5-7, onde o titulo & de
256, em AS-IMV-5-8, o titulo & de 128 e em AS-IMV_5-10 & de 512,

Nas seéries 1, 3 e 4 de AS-ILMV-19, os titulos heterdlogos
para BYMV nao ultrapassam o valor de 64, o mesmo nao ocorrendo em AS-
~LMV-19-2, onde o titulo atinge o valor de 1024.

0Os valores expressos na Tabela 13, representam os titu-
los dos anti-soros para BCMV, ‘obtidos dos coelhos 6, 10, 12, 14, 20, 21 e .
35, em combinacbes homélogas e.heterélogas-com preparacoes purificadas
com PVY, LMV, BCMV e BYMV,

Pode~-se observar por esta tabela que, na maioria dos ca
s0s, os titulos homologos das séries de AS-BCMV sao maiores gque os ti-
tulos heterologos, exceto nas combinagoes heterologas de AS5~-BCMV-14-6,
AS-BCMV~21~3 e AS-BCMV-35-2, com BYMV.

0s titulos obtidos em combinacdes heterodlogas de AS-
BCMV com PVY, ou com LMV, variam de zero a 32; o mesmo nao ocorrendo
nas combinacoes destes anti-soros com BYMV, pois nestes casos os titu-
los variam de 4 a 1024.

A Tabela 14 apresenta os valores observades na titula-
¢ao dos anti-~soros para BYMY, obtidos dos coelhos 27, 28 e 31, em com-
binagoes homélogas e heterélogas com preparacoes purificadas com PVY,

LMY, BCMV e BYMV.
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TABELA 13 - Titulos dos anti-soros para BCMV, obtidos dos coelhos 6,
10, 12, 14, 20, 21 e 35, ensaiados em combinacdes homélo-
gas e heterologas, determinados atraves de testes de pre-

cipitina em tubos.

Antigenos
Anti-soros
PYY LMV BCMV BYMV

(D0260 =3,5)* {D0260 = 4, 5) (DO260 = 20) (D0O260 = 28)

AS-BCMV-6 0 2 1024 ** 512
AS-BCMV-10-1 2 0 1024 128
AS-BCMV-10-2 2 0 1096 1024
AS-BCMV-10-3 16 2 1024 512
AS-BCMV-10-4 4 32 1024 64

AS-BCMV-12 16 4 4096 1024
AS-BCMV-14-1 0 16 128 32

AS-BCMV-14_2 4 32 1024 256
AS-BCMV-14-3 4 16 1024 256
AS~BCMV-14-4 4 2 1024 256
AS_BCMV-14-5 o 1024 256
AS-BCMV-14-6 2 128 128
AS=BCMV-20-1 0 2 64 4

AS=BCMV-20-2 4 16 1024 128
AS-BCMV-21.1 0 4 128 8

AS-BCMV_21-2 4 32 1024 128
AS-BCMV-21-3 0 8 1024 128
AS-BCMV-21_4 0 0 1024 128
AS-BCMV-21-5 8 32 128 128
AS~BCMV-35-1 0 0 1024 256
AS-BCMV-35-2 0 3 64 64

* - densidade otica, em 260 nm, das preparacées purificadas

** ~ 08 titulos estdo representados pelo inverso da dluicao dos anti-soros.

CONTROLES: AS + NaCl 0,85% - negativo
virus + NaCl 0,85% - negativo

£ Lo
SN + Virus ~- negativo
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Titulos dos antilZsoros para BYMV, obtidos dos coelhos 27,
28 e 31, ensaiados em combinagles homdlogas e heterdlo-
gas, determinados através de testes de precipitina em tu

bos,

Anti-soros

Antigenos
PYY LMV BCMV BYMV

(D0260 = 3,5)* (DO260 = 4,5) (D0260 = 20) (DO260 = 28)

AS-BYMV-27-1
AS-BYMV-27-2
AS-BYMV-27-3

AS-BYMV.28-.1
AS-BYMV-28-2
AS-BYMV-28-3

AS-BYMV-31-1
AS-BYMV-31-2
AS-BYMV-31-3

0 0O 0 0
128 128+
0 1024 2048
0 0 2
128 512 512
32 512 1024
0 0
0 1024 1024
512 1024

~ densidade otica em 260 nm, das preparagoes purificadas

** o 08 titulos estdo representados pelo inverso da diluicdo dos anti-

=-50ros.

CONTROLES:

AS + NaCl 0,B59% - negativo
virus + NaCl 0,85% - negativo

L4 *
SN + virus - negativo
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As primeiras series de sangrias dos AS-BYMV-27, 28 e 3L
nao reagiram com PVY, LMV, BCMV e BYMV, quer em combinacoes hbméioggsf
quer em heterologas; porem, em todas as 22 e 32 séries destes anti-so-
ros, tem-se gque o valor dos titulos homologosé igual ou maior gue o dos
heterologos., _ —

Os AS-BYMV-27, 28 e 31 nao reagiram com PVY, em combina
cao hetéréloga, exceto em AS-BYMV-28-2, cujo titulo hetercologo & 8.

0s titulos obtidos am combinagdes de AS~BYMV-com LMV ,
variam de zero a 32, exceto em AS-BYMV-28-2, onde o valor é de 128.

Nas series 2 e 3 de AS~-BYMV-~27, AS-BYMV-28 e AS-BYMV-3],
os titulos hetercologos para BCMV variam de 128 a 1024,

0s valores, expressos na Tabela 15, representam os re-
sultados obtidos na titulagao de varias series de anti-soros para PPY,
em combinacoes com preparagoes purificadas a partir de plantas de fumo,
quenopédio e feijoeiro nao infectadas. A concentracao, em termos de
densidade 6tica em 260nm, destas preparacgoes, ¢ de 3,5; 4,5 e 28, para
fumo, quenopodio e feijoeiro, respectivamente. '

Os titulos obtidos nas combinagoes AS-PVY e fumo, vari-
am de zero a 16, observando-se a mesma variacao em AS-PVY e quenopo~
dio. 0s titulos para AS-PVY e feijoeiro variam de zeroc a 8, excelo em
AS-PVY-8-3 e AS-PVY-13-2, cujos valores respectives sao 64 e 32,

A Tabela 16 expressa os valores obtidos na titulagao de
algumas séries de AS-LMV, contra preparagdes purificadas a partir de

plantas nao infectadas de fumo, quenopddio e feijoeiro. Estas prepara-

¢oes tiveram.a sua concentragao fixada, em termos de densidade otica
em 260nm, em 3,5; 4,5 e 28, respectivamente para fumo, guenopodio e
feijoeiro.,

Pode-se observar pelos resultados desta tabela que 05
AS-LMV ensaiados nao reagem contra fumo, Alem disso, nota-se que os va
lores obtidos variam de 2 a 4 nas combinagoes de AS-LMV com quenopodio,
exceto em AS~LMV-5-13, AS-LMV-19-3 e AS~LMV-19-4, onde os respectivos
valores sao 16, 64 e 8., Nas combinagoes AS~IMV contra feijoeiro, os ti

tulos variam de zero a 64.



TABELA 15 -~ Titulos de anti-soros para PVY, obtidos dos coelhos 8, 13,
e 15, ensaiados em combinagao com preparagdes purificadas
a partir de plantas de fumo, quenopodic e feijoeiro nio in

fectadas, em testes de precipitina em tubos,

Antigenos
Anti-soros
f.s. .5 fjes.
{D0260 = 3,5) * {D0260 = 4,5) (D0260 = 28)
AS-PVY-B- 2 2% —FxX 0
AS-PVY-8-3 8 - 64
AS-PVY-8-5 2 - 4
AS-PVY-B-6 2 - B
AS-PVY-8- 7 0 B8 -
AS-PVY-B8- 8 2 0 8
AS-PVY-8-9 0 2 -
AS-PVY-8-10 4 0 0
AS-PVY-8-11 2 -
AS-PVY-13-2 0 - 32
AS-PVY-13-3 0 16 -
AS-PVY-13-4 0 0 8
AS-PVY-13-5 4 0 8
AS-PVY-15-1 0 - )
AS-PVY-15~-2 0 - 0
AS-PVY-15-3 0
AS-PVY-15-4 16 0 0
* -~ densidade otica, em 260 nm, das preparacées purificadas
* % ~ 0s titulos estdo representados pelo inverso da diluigic dos
anti-soros
£k » combinacdo nao ensaiada
f.s. » preparacdo purificada a partir de plantas de fumo sadias
qeS. ~ preparacao purificada a partir de plantas de quenopodio sadias
fj.s. - preparacao purificada a4 partir de plantas de feijoeiro sadias
CONTROLES: AS + NaCl 0,85% - negativo

preparagaoc + NaCl 0,85% - negativo

SN + preparagao - negativo

a8
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TABELA 16 - Titulos de anti-soros para LMY, obtidos dos coelhos 5 e
19, ensaiados em combinacao com preparacoes purificadas a
partir de plantas de fumo, quenopodio e feijoeiro nao in-

fectadas, em testes de precipitina em tubos.

‘ Antigenos
Anti-soros
fag, qeSs fj.s.
(D0O260 =3,5)* (D0260 = 4, 5) (D0260 = 28)
AS-IMV~5- 6 —xFx 4% * 64
AS-IMV.G-. 7 - 4
AS-IMV-5-8 - o
AS-1IMV-5-10 ) 2 0
AS-IMV-5-11 - 2 32
AS-IMV-5-13 0 16 8
AS-1IMV-1G.2 - 2 0
AS-LMV-19-3 0 64 16
AS-IMV-19-4 0 8 0
* -~ densidade otica, em 260 nm, das preparacoes purificadas
** - 0s titulos estdo represcntados pelo inverso da diluigao dos anti-
-S50r'o8

**¥ o combinacdo ndo ensaiada

f.s. = preparacao purificada a partir de plantas de fumo sadias
q.8. =+ preparacdo purificada a partir de plantas de quenop6d10 sadias

fj.s., - preparacao purificada a partir de plantas de feijoeiro sadias

CONTROLES: AS + NaCl 0,85% - negativo
preparacao + NaCl 0,85% - negativo

SN + preparacao - negativo
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0Os valores, apfesentados na Tabela 17, expressam os re-
sultados obtidos na titulagdo de algumas séries de AS~-BCMV contra pre=-
paragoes purificadas a partir de plantas nao infectadas de fumo, queno
podio e feijoeiro., Como nos outros casos, cada preparacao teve sua con
centragao fixada, em termos de sua densidade otica, em 260 nm, em 3,5;
4,5 e 28, para fumo, quenopodio e feijoeiro, respectivamente.

Nesta tabela pode-se notar que nas combinacoes: fumo x
AS~BCMV-14-6, AS-BCMV-21~3 e AS-BCMV-85-2, ndao se observa qualguer rea
¢ao. Nestas mesmas series de AS-BCMV ensaiadas contra quenopédio, ob~
serva-se 08 respectivds valores em titulagao: 2, 8 ¢ zero.

Nos ensaios, em que se combinou AS=BCMV e feijoejro,
tem-se titulos que variam de 4 a 32,

0Os valores expressos na Tabela 18, representam os titu-
los obtides em ensaios, em que se combinou algumas séries de AS=BYMV
com preparagoes purificadas a partir de plantas nao infectadas de gque-
nopodio e feijoeiro, que foram diluidas até uma concentragio, em den-
sidade otica (260 nm) de 4,5 para quenopodio e de 28 para feijoeiro.

Como esta representado na tabela, nido se observou qual-
quer reagao na combinagdo: AS-BYMV~-28-2 x quenopodio; e, os titulos na

combinagao AS-BYMV e feijoeiro variam de 4 a 8,
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Titulos de anti-goros para BCMV, obtidos dos coelhos 86y
10, 12, 14, 20, 21 e 35, ensaiados em combinagao com pre
paragoes purificadas a partir de plantas de fumo, queno-
podio e feijoeiro nao infectadas, em testes de precipiti

na em tubos,

Antigenos
Anti-soros
f.s. g.s. fj.s.
(D0260 = 3,5)* {p0260 = 4,5) (D0260 = 2B)
AS-BCMV-6 R K - 32**
AS=BCMV-10-1 - - 4
AS-BCMV-10-2 - - 16
AS-BCMV-10-3 - - 32
AS-BCMV-10-4 - - 2
AS~-BCMV.-12 - - 32
AS-BCMV-14-2 - - 16
AS-BCMV~-14-3 - - 8
AS-BCMV-14-4 - - 8
AS-BCMV-14-5 - - 8
AS-BCMV-14-6 0 2 B
AS-BCMV-20 - - ‘16
AS-BCMV-21-2 - - S32
AS-BCMV-21-3 - - .16
AS-BCMV-21-4 - - 8
AS-BCMV-21-5 0 8
AS-BCMV-35-1 - - 8
AS-BCMV-35-2 0 0
* ~ densidade otica, em 260 nm, das preparacgoes purificadas
* ~ o5 titulos estdo representados pelo inverso da diluigao dos anti-
-80r0S
**x . combinacdo ndo ensaiada
f.s. - preparagdo purificada a partir de plantas de fumo sadias
q.s. = preparagao purificada a partir de plantas de quenopédio sadias
fj.s. - preparagdo purificada a partir de plantas de feijoeiro sadias
CONTROLES: AS + NaCl 0,85% =~ negativo

preparacdo + NaCl 0,85% - negativo

SN + preparacac - negativo

BIBLIOTECA CENTRAL
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TABELA 18 - Titules de anti-éoros para BYMV, obtidos dos coelhos 27,
28 e 31, ensaiados em combinagao com preparag¢aes purifica
das a partir de plantas de quenopodio e feijoeiro ndo in

fectadas, em testes de precipitina em tubos,

Antigenos
Anti-soros
f.s. geS. fj.s.

(D0O260 = 3,5)* {D0260 = 4,5) (D0260 = 28)
AS-BYMV-27-2 —kE - g**
AS-BYMV.27-3 - - 4
AS-BYMV-28-2 - 0
AS=-BYMV-28-3 - - _ 4
AS-BYMV-31-2 - -
AS-BYMV-31-3 - -
* - densidade otica, em 260 nm, das preparacoes purificadas
¥ - o8 titulos estdo representados pelo inverso da diluigdo dos anti-

-B0r0s

ok - combinacdo ndo ensaiada
f.s, - preparacdo purificada a partir de plantas de fumo sadias
g.S. ~ preparacdo purificada a partir de plantas de quenopodio sadias
fj.s. - preparacdo purificada a partir de plantas de feijoeiro sadias
CONTROLES : AS + NaCl 0,85% - negativo

preparagaoc + NaCl 0,85% - negativo

SN + preparacao - negativo
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5. DISCUSSAQ

5.1. Purificacao do PVY, LMV, BCMV e BYMV

0 esquema utilizado na purificacao dos guatro virus es-
tudados no presente trabalho, baseia-se no descrito por WETTER {1960),
com modificaqaes. A principal contribuiqﬁo do metodo deste antor, foi
no gue concerne a clarificacao dos extratos dos caules e folhas recem-
colhidos de plantas infectadas, porgque o emprego dos solventes organi-
cos (eter etilico e tetracloreto de carbono) resultou em sobrenadantes
limpidos e aparentemente isentos de cloroplastos. Segundo WETTER
(1960), quando da mistura de partes iguais de suco e éter, livre de pe
rﬁxidos, emulsionados sob agitacao, ocorre uma coagulacao dos componen
tes coloidais nao infectivos do suco, tais como cloroplastos, resultan
do em preparacoes parcialmente purificadas, sorologicamente ativas e
infectivas1_05 resultados, obtidos nos testes de preciptina em tubos,
(Tabelas li, 12, 13 e 14), vem confirmar esta observacido do autor,pois
os titulos dos anti-soros atingiram niveis satisfatorios, indicando
que as preparacoes éom virus foram ativas, tamto na reacao "“in vitro",
como "in vivo', induzindo a formagaode anticorpos nos animais com elas
imunizados.

0s solventes organicos, segundo alguns autores (STEERE,
1959; DELGADO-SANCHEZ & GROGAN, 1966; JONES & TOLIN, 1972), utilizados
na clarificacdo do suco de plantas com v{rus, diminuem a sua concentra
¢ao, considerando~se a perda da infectividade, em testes biologicos;0s
resultados dos testes sorclogicos, no presente trabalho, sugereﬁ, po-
réem, que o tratamento do extrato com tetracloreto de carbono e . _eter
nao prejudicou as particulas de virus, pelc menos no gue se refere a
sua antigenicidade, confirmando os trabalhos de BERCKS (1959),. WETTER
(1960), SCOTT (1962) e VAN REGENMORTEL (1964), uma vez que as prepara
¢oes nao foram ensaiadas quanto a infectividade.

A técnica de elarificacao do extrato de plantas infecta
das, descrita por WETTER (1960), foi adotada por BERCKS (1960a, 1960b,
1961) e VAN REGENMORTEL et alii (1962) que trabalharam na determinacgao
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das relagoes sorologicas de BCMV e de BYMV, entre si, e com outros vi-
rus do grupo do PVY. Assim, BERCKS (1960a) utilizou preparagbes semi-
purificadas com éter na producao de anti-soros para BYMV e BCMV, e em
testes sorologicos. Em um trabalho anterior, BERCKS (1959), empregou a
mesma técnica na obtengdo de preparagoes com BCMV, demonstrando,entao,
que este virus € sorologicamente ativo. 0 mesmo autor (BERCKS, 1960b,
1961), num trabalho sobre o estudo das relagoes sorologicas entre PVY,
BYMV e virus do mosaico da beterraba, preparou anti-soros, pela imuni-
zagao com preparacoes contendo BYMV e virus do mosaico da beterraba,
purificadas segundo o metodo de WETTER (1960), que em reacdes cruza-
das, permitiram ao autor verificar as relagodes entre estes virus. VAN
REGENMORTEL et alii (1962), em um trabalho sobre o virus do mesaico da
melanciay utilizaram, na produgao de anti-soro, preparacoes parcialmente
purificadas com este virus, de acordo com o metodo de WETTER {1960). O
titulo do anti-soro, preparado por BERCKS (1960a), para BCMV foi de
3500, em combinagoes homélogas, e para BYMV o maior valor foi de 48000.
BERCKS (1960b e 1961) conseguiu titulos de 128000 para anti-soro para
BYMV e de 600 para anti-soro para virus do mosaico da beterraba.E, VAN
REGENMORTEL el alii (1962) verificou que o maior titulo de . anti-soro
para virus do mosaico da melancia foi de 16000,

0s valores, obtidos na titulagao dos anti-soros para
PVY, LMV, BCMV e BYMV, em combinagbes homologas (Tabelas 11, 12, 13 e
14}, vem confirmar os resultados dos mencionados autores qguanto a vali
dade do método de WETTER (1960) na obtengao de preparagoes purificadas
com virus, sorologicamente ativas, uma vez que, no presente trabalho,
os titulos dos anti-soros para PVY, LMV, BCMV e BYMV atingiram valores
de 8192, 8192, 4093 e 2048, respectivamente.,

' Pelos resultados, obtidos nos testes de precipitina em
tubos, em que foram ensaiados os anti-soros para PVY, LMV, BCMV e BYMV
contra preparagoes purificadas a partir de plantas nao infectadas, uti
lizando-se a técnica do éter-tetracloreto de carbono (Tabelas 15, 16,
17 e 18), pode-se depreender que as preparaqaes com virus nao foram.tg
talmente isentas do material celular da planta hospedeira, e, que além
disso, este material de diversas plantas hospedeiras apresenta reativi

dade eruzada. Todavia, tem-se que estes resultados nao invalidam o0s ob
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tidos em combinagoes de anti-soros para PVY, LMV, BCMV e BYMV - contra
preparagoes com este virus, (Tabelas 11, 12, 13 e 14) come sera discu-
tido adiante.

Exames ao microscopio eletronico, das preparagbes puri-
ficadas (Figura 1) revelan que as particulas de PVY, LMV, BCMV e BYMYV
tem uwa acentuada tendencia em se agregar pelas extremidades e,tambéﬁ,
no sentideo do seu cowprimento, formando aglomerados compactos. Esta
tendéncia dos virus alongados em se aglomerar, quando em  preparagoes
purificadas, foi ohservada também por outros autores (REICHMANN,1959 3
SHEPHERD & POUND,1960; CORBETT,1961; VAN REGENMORTEL et alii,1962; DEL
GADO=SANCHEZ & GROGAN,1966), sendo que alguns atribuiram a causa deste
fendmeno ao possivel envolvimento de chtions bivalentes ou interacdes
hidrofobicas. £ interessante notar qus este comportamento das particu—
las de PVY, LMV, BCMV e BYMV, parece nao ter influido na sua nanifesta
¢cAdo como antigenos, fato também mencionado por DELGADO~SANCHEZ & GRO~
GAN (1966} ao se referirem aos trabalhos de CREMER (1951), BARTELS
(1957), HAMANN (1962), BARTELS (1964) e PURCIFULL & SHEPHERD (1964).

5.2, Padronizagao da concentracac das preparac¢oes com virus

A avaliacao da concentracao das preparacoes com virus,
em termos de sua densidade otica, em 260 nm, foi satisfatoria como um
parametro na padrounizacao destas preparacoes, ensaiadas em testes de
precipitina em tubos. Este procedimento trouxe vantagens de ordem pra-
tica, pois as concentragdes das preparagdes foram avaliadas facil e ra
pidamente em analises espectrofotométricas; além disso, redundou em e-
conomia dessas preparacgoes, pois, sabia-se que, dentro de certos limi-~
tes, uma preparacaoc com alta densidade 6tica, poderia ser diluida ate
um certo nivel, sem ter diminuida a capacidade de reagao nos tesles de
precipitina (Tabelas 5,6, 7 e 8). Outro fato, gue justificou a adocao
deste tipo de avaliacao da concentragao das preparagdes, foram os resul
tados obtidos nos testes de precipitina nos guais se ensaiou preparacoes

purificadas a partir de plantas infectadas e nao infectadas. Pode—se ob
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servar nas tabelas 11 e 15, que o valor dos titulos de 20 séries de
AS~PVY-8, AS-PVY-13 e AS-PVY-13, quando ensaiadas contra preparagoes com
PVY (D0260=3,5), variou de 32 a 8192, enquanto que, em 17 destasséries,
em combinag¢oes com preparacoes purificadas a partir de plantas nao in-
fectadas de fumo (D0260:3,5), o valor do titulo variou de zero a 16.
Nas tabelas 12 e 15, os valores, obtidos na titulagido de 17 sérijies de
AS-LMV-5 e AS-LMV-19, ensaiadas contra prepara¢ées com LMV (D0260=4,5),
variaram de zero a 8192, enquanto que os titulos de 9 destas seéries en-
saiadag contra preparacoes purificadas a partir de plantas sadias de
gquenopodioe (D0260=4,5), variaram de 2 a 64, Nas tahelas 13 e 17, pode-
-se notar que, a variagao dos titulos de 21 séries de sete AS~-BCMV, enm
combinacao com preparagoes com BCMV (D0260=20), foi de 16 a 4096, e tam
hém que a variacan dos titulos de 18 séries destes sete AS-BCMV,. combi-
nadas com preparagoes purificadas a partir de plantas de feijoeiro sadi
as (D0260=28), foi de 2 a 32. Pelo exame das tabelas 14 e 18, vé-se que
os titulos de 9 séries de trés AS-BYMV, em combinacao com preparagoes
com BYMV (D0260=28) variaram de zero a 2048, enquanto que nasreagaesde
6 séries destes tres AS-BYMV a variacdo dos titulos foi de 4 a 8, quan
do ensaiadas contra preparacoes purificadas a partir de plantas sadias
de feijoeiro (P0260=28). Tendo em vigta estes resultados, pode-se depre
ender que os compostos normais da celula hospedeira, que absorvenm luz
em um comprimente de onda de 260 nm, estao dilufidos a um nivel tal que
reagem com 05 anti-soros somente quando estes estao pouco diluidos. Is-
to significa gue av diluirmos a preparagado com virus até um certo valor
emn NO260, a concentragﬁo em compostos normais sera bem menor do gue a
concentracao em particulas de virus, em um certo limite, que minimiza a
influéncia dos primeiros na interpretacao dos testes sorologicos.
Diversos autores (CAMPBELL & TOCHIHARA,1969; MILNE & GRQ
GAN,1969; FRIBOURG & DE ZOETEN ,1970; THOTTAPPILLY et alii,1972; UYEMO-
TO et alii,1972; GOTLIEB & BERBEE,1973; STEVENSON & HAGEDORN,1973) tem-
-se utilizado, tambeém, da medida direta da densidade otica das prepara-
c0es com virus, como um parametro, na padronizacdo da concentracao des-

sas preparacoes.
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5.3. Testes de dupla~-difusio em agar

As reacoes sorologicas, detectadas em tesies de dupla~-di
fusao em égar, entre alguns dps anti-soros obtidos e as preparacoes com
PVY, LMV, BCMV ¢ BYMV, como mostram os resultados (Figura 2), foram de
fraca intensidade e manifestaram-se junto dos orificios em que se colo-
cou estas preparacoes. Este problema de detecgdo de reacgoes sorolégicas,
em que estao envolvidos virus de particulas alongadas, se deve provavel
mente a uma pronunciada interaqio eletrostatica entre essas partfculas
e os grupos ionizados, presentes em gel de égar, ou entao, a despropor=
cao entre as dimensoes das particulas e o diametro dos poros da camada
de Agar a 1%. Estas observagdes estio em acordo com as conclusbes de va
rios autores (HAMILTON,1964; PURCIFULL & SHEPHERD,1964; TOMLINSON - et
alii,1965; TOMLINSON & WALKEY,1967; MILNE & GROGAN,1969; SHEPARD, 1969 ;
SHEPARD .& SECOR,1969; GOODING Jr. & BING,1970 ;PURCIFULL & GOODING dJr.,
1970; SHEPARD,1970; DE BOKHX & WATERREUS.,1971), que indicam diversos
tratamentos das preparaqaes com.virus, visando fragmentar as particulas
em unidades menores, afim de facilitar a sua difusao em meio de agar,
0s tratamentos constam da aplicacao de ultra-som, detergentes, solugoes
tampao de pH alto, piridina ou pirrolidina, etc.

O0s valores expressos na tabela 9, sao resultantes da ti-
tulagao de anti-soros para PVYy, LMV, BCMV e BYMV, em combinagoes homélg
gas e heter610gas, em testes de dupla-difusao em égar. FEstes valores sao
muito baixos, indicando fracas reagdes em combinagoes heterdlogas, &en—
do assim os resultados sem consistencia. Além disso, pode-se observar na
tahela 10, que os testes de dupla-difusao em agar foram pouco sensiveis
em relacao aos testes de precipitina em tubos, nas condicoes em gue fo-
ram conduzidos os experimentos.

A determinacao das relagoes soroldgicas entre virus de
particula alongada, como os do grupo do PVY, através de testes de du-
pla-difusic em agar, & vidvel somente se as preparagdes com virus forem

, . . . , .
submetidas a tratamentos previos, como foi salientado anteriormente, Os
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trabalhos dos autores (HAMILTON,1964; PURCIFULL & SHEPHERD, 1964; TOMLIN
SON et alii,1965; TOMLINSON & WALKEY,1967; MILNE & GROGAN,1969;SHEPARD,
1969; SHEPARD & SECOR,1969; GOODING Jr. & BING,1970; PURCIFULL .& GOOD-
ING Jr.,1970; SHEPARD,1970; DE BOKHX & WATERREUS,1971), vem comprovar es
ta afirmacao,

Aproveitando estas experiéncias anteriores, SHEPARD et
alii, (1974), imunizaram coelhos com preparactes purificadas com virus
"etch'" do fumo e com PVY, previamente tratadas com pirrolidina e formaldgi
do, segundo metodo descrito por SHEPARD (1970,1972). Os autores combina
ram os anti-soros para virus "etch" do fumo e PVY, assim obtidos, com
preparactes contendo 14 virus do grupo do PVY, tratadas também segundo
o método mencionado acima, em testes de dupla-difusido em Agar. Os resul
tados obtidos pelos autores, vem demonstrar que os testes de dupla-difu
sio em agar podem ser usados no estudo das relacOes soroldgicas entre
v{rus.cujas particulas iém aspecto alongado, desde que estas particulas
sejam submetidas a agao de agentes que as fragmentem ou dissociem em
sub=-unidades mencres. 0 uso destes testes traz a vantagem de =se poder
observar o aspecto das linhas de precipitacao formadas pela reacao de
varios virus em combinagao heterologa, e consequentemente as relaqaessg

” . [
rologicas entre estes Virus.

5.4. Testes de precipitina em tubos

0s valores observados na tabela 11, indicam gue, em cerw
tas fases da imunizagao dos coelhos 8, 13 e 1%, a taxa de anticorpos al
canca um nivel tal que permite a detec¢ao de reagoes sorolégicas em com
binagoes heterologas., Assim, os titulos de AS-PVY-8, nas séries 7, 8, 9
e 10, obtidos enm combinacoes heterﬁlogas com preparagoes com LMV,.“'SEQ
64, 256, 128 e 1024, respectivamente., Os titulos heterdlogos para LMV ,
na tabela 11, do AS-PVY~13, mostram valores significativos nas series 3
e 4 deste anti-soro da ordem de 128 e 64, respectivamente. Na mesma ta-
bela, observa-se que nas séries 3 e 4 de AS-PVY-15, os titulos heterélg
gos para LMV sao de 64 a 512, respectivamente,

Estes resultados, obtidos em combinagoes hetcrélogas des

tes antij~-soros para PVY com preparactes com LMV, permitem considerar-se
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que PVY e LMV siao sorologicamente relacionades.

0 valor 64 estabelecido como titulo minimo indicative de
relagao soroldgica entre dois virus numa combinacio heterdloga & natu -
ralmente um critério arbitrario, tendo em vista as consideragdes de
BERCKS (1966) sobre o relativisﬁo das expressoes : titulos baixos e t{tg
log altos. Todavia, em se considerando os valores expressos nas tabelas
15, 18, 17 e 18, representativos dos titulos de anti-soros para PVY s
LMV, BCMV e BYMV, ensaiados contra preparacoes purificadas a partir de
plantas nao infectadas, verifica-se que em todas as combinagdes os titg
los nao foram maiores do que 32, exceto na tabela 15, na combinagao AS-
~PVY-8-3 x feijoeiro sadio, e na tabela 16, na combinagcao AS-LMV-5-6 x
feijoeiro sadio, onde os respectivos titulos atingiram o valor de 64, A
lém disso, a considerag50 de que as relacoes sorolégicas entre PVY e
LMV é verdadeira, pelo fato de serem observados titulos heterélogos igu
ais ou superiores a 64, baseia-se na verificacao de gque estas séries de
AS-PVY quando tituladas contra preparacoes purificadas a partir de plaﬂ
tas de quenopodio sadias, terem no maximo um titulo igual a 16, obser -
vando-se, na maioria das combinagdes, auséncia de reagao (Tabela 16) .,
Assim, pode-se afirmar que as reacoes observadas sao nitidamente sorolé
gicas, onde as particulas de virus saoc os principais antigenos envoelvi-
dos.

Por outro lado, deve-se notar na tabela 12 que as rela-
¢oes sorologicas entre PVY e LMV, nao sao evidenciadas nas combinacdes
AS-LMV e preparacdes com PVY, exceto em AS-LMV-5-10 x PVY, onde o titu-
lo heterdlogo é de 512, Este valor pode ser considerado como excepcio -
nal, pois nas demais combinacdes a reacao é nula, ou guase nula. Toda -
via, considerando que nesta série de AS-LMV-5 o titulo hom610g0 atingiu
o valor maximo de 4096, durante o curso da imunizagdo, pode-se admitir
que a taxa de anticorpos produzidos nesta fase de imunizacgdo tenha sido
suficiente para reagir com PVY, numa proporgao detectavel no teste de
precipitina em tubos. Em paralelo, tem-se que, peloc exame da tabela 16,
a série 10 de AS-LMV~3 nao reagiu com preparacgao purificada a partir de
plantas de fumo nao infectadas. Além disso, como foi observado emoutros

* * L} =
casos, existem varios exemplos na literatura, de trabalhos em que. se
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considerou certos virus como sorologicamente relacionados com outros,ba
seando-se em simples determinac¢des unilaterais, isto &, um anti-soro p;
ra um virus A reagiria em combinacdo com um virus B, mas o anti-soro pa
ra o virus B nao reagiria com o virus A, Assim, BERCKS (1960b,1961),VAN
REGENMORTEL et alii (1962), BARTELS (1964), FRIBOURG & DE ZOETEN (1970)
e BARTELS (1971) também observaram, em combinagdes heterdlogas, reacoes
unilaterais, mas mesmo assim, consideraram os virus estudados como soro
logicamente afins. Segundo BERCKS (1966), esta falha nas reagoes cruza-
das,significa que os anti-soros ensaiados contem uma certa quantidade de
anticorpos gue nao produz reagao sorolégica detectavel ao nivel dos tes
tes de precipitina. Este autor, conseguiu obter resultados positivos
com este tipo de anti-soro, submetendo-os a tratamentos que concentras-
sem seus anticorpos.

A verificacao de que PVY e LMV sao sorologicamente rela=
cicnados, vewm confirmar as observacoes de BRANDES (1964) e SHEPARD et
alii (1974), que trabalhande com outros isolados destes virUS, determi-
naram que sao sorologicamente afins., 0 primeiro autor, ao descrever as
principais caracteristicas do LMV refere-se a uma comunicagao pessoal
de BARTELS sobre a detecgao de uma fraca reagSO sorologica entre prepa-
racoes com LMV e anti-soros para PVY de alto titulo. Contudo, BRANDES
{(1964) nao apresenta mais detalhes em seu trabalho. SHEPARD et alii
(1974) imunizaram coelhos com preparacdes com virus Metch" do fumo e
com PVY, tratadas com pirrolidina e formaldeido, segunde método descri-
to por SHEPARD (1970,1972}. Os anti-soros obtidos foram ensaiados, em
testes de dupla-difusado em agar, contra prepara¢des tratadas com pirro-
lidina-formaldeido com 14 virus do grupo PVY, inclusive LMV. As linhas
de precipitacao, observadas nestes testes, fundiam-se nas extremidades
quando em combinacoss heterélogas, indicando que as proteinas dissocia-
das dos capsideos das payticulas de virus eram sorologicamente afins.
Isto quer dizer que o LMV é relacionado com outros 12 virus do grupo
de acordo com SHEPARD et alii (1974).

0s experimentos de SHEPARD et alii (1974), embora tenham
conduzido a conclusbes semelhantes, nio sio comparaveis aos do presente

trabalho, pelo fato :de que as preparagoes com virus ensaiadas e injeta-
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das nao terem sido submetidas a tratamento preévio no sentido de gerem
dissociadas .as sub-unidades das particulas de virus. Aleém disso, nos
testes de dupla—difusﬁo foram ensaiados preparagaes nao tratadas e an-
ti-soros de animais injetados com estas preparacoes, Possivelmente, se
as consideraqaes de BHEPARD gt alii (1974) forem levadas em conta, haja
vantagem de se trabalhar com preparacoes com virus, cujos capsideos te=-
nham sido disscciados, pois desta forma sftios antigenicos gque nao exti
vessem expostos na particula intacta, e fossem comuns aos virus estudaj
dos, estimulassem a formacao de novos .anticorpos, aumentando assim as
chances de aparecimento de reagoes cruzadas, dentro de um periodo menor
de imunizacao.

£ de interesse notar que embora tenha havido discrepﬁncl
as fundamentais na metodologia, os dois trabalhos chegaram as mesmas oon
clusdes sobre o relacicnamento sorologico entre PVY e LMV.

Observando~se os valores expressos na tabela 11, obtidos
pela titulagado de anti-soros para PVY em combinacdo com preparagac com
BCMV, pode-se depreender que apenas em uma das séries de AS-PVY-8, a de
nimero 3, ocorreu uma reagao cruzada com BCMV, observando-se um titulo
de 128. Todavia, esta comprovagdo carece de consisténcia pois nesta sé-
rie 3 de ASsPVY-8, guando ensaiada contra preparacac purificada a par-
tir de plantas de feijoeiro nao infectadas, observou-se um titulo de 64.
Isto significa que AS-PVY-8-3, ensaiado, continha anticorpos: reagentes
para material normal de células de plantas de feijoeiro. Por outro la-
do, a tabela 13 naoc registra gqualguer reacao heterologa entre sete an-
ti-gsorospara BCMV e preparactes com PVY.

Assim, pelos resultados obtidos, nas condigbes em que os
experimentos fpram conduzidos, pode-se afirmar que PVY e BCMV nao {émrg
lagdes sorolbgicas. Porém, A mesma conclusao nao chegaram SHEPARD et
alii (1974) em seus experimentos ja mencionados sobre as reagoes cruza-
das de proteinas dissociadas de capsfdeos de particulas de 14 virus do
grupo do PVY, estando entre eles, o BCMV. Esta disparidade, observadaen
tre os dois trabalhos, pode estar relacionada com a metodologiaaplicadaem
cada um, o que se conclui que o tratamento prévio utilizado por SHEPARD

et alii (1974) das preparacoes com virus, permitiria a exposicao de cer



tos grupos antigenicos ocultos na particula de virus, como ja se discu-
tiu anteriormente. Isto possibilitaria o aumento da chance das reagoes
cruzadas serem mais intensas e, assim, detectaveis nos testes sorologi-
cos, No presente trabalho tal metodologia nao foi aplicada e provavel -
mente, é esta a razao pela gual os resultados obtidos sao diferentes dos
de SHEPARD et alii (1974),

Os valores obtidos na titulagao de AS~PVY-B, 13 e 15, em
combinacaoc com preparacoes com BYMV, expressos na tabela 11, indicam que
em varias séries destes anti~soros ocorreram reagoes heterﬁlogas, consi
derando-se 64 como um titulo minimo. Assim, no AS-PVY-B, tem-se que as
series 2, 3, 5, 6, 8, 10 e 11 reagem em combinacao heterdloga. Em  ASS
PVY-13, as séries 2, 4 e 5 mostram reacao heterdologa com BYMV, Igualmen
te, nas series 1, 2, 3 e 4 de AS-PVY-15. Estes resultados, de acordocom
os apresentados na tabela 15, podem ser considerados como consistentes,
exceto na combinagdaoc AS-PVY-B-3 com BYMV, pois gquando este AS-PVY-8-3
foi ensaiado contra preparagio purificada & partir de plantas nido infec
tadas de feijoeiro o valor do titulo obtido foi o mesmo da combinacao
com BYMV.

| Pode-se depreender, pelo jue foi apresentado acima, que
PVY e BYMV sao sorologicamente relacionados entre si. Todavia, a consta
tagdo desta relagao e unilateral, pois pela tabela 14, os resultados ob
tidos na titulacao de tres AS-BYMV contra preparacao com PVY, carecem
de consisténcia.

A determinacao das relagaes.sorolégicas de PVY e BYMV vem
confirmar os resultados de BERCKS (1960b,1961) e VAN REGENMORTEL et alii
{1962), que utilizando outros isolados destes virus, detectaram as suas
afinidades sorologicas. Estas detecgdes foram de forma unilateral,; por-
que os autores observaram reacoes heterdlogas somente com aati-soros Pa
ra BYMV com titulos homologos da ordem de 128000 e 256000«

Na tabela 12, estao expressos os valores obtidos na titu
lacao de AS-LMV-5 e AS-LMV-19 em combina¢des homologus e heterdlogas com
PVY, BCMV e BYMV, Por estes titulos, pode-se depreender que ocorreram
reag0es heterdlogas com BCMV, considerando-se 64 como titulo minimo. As

sim, tem-se os valores de 128, 64 e 64, respectivamente, para as séries

a2
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6, 7 e 8 de AS-LMV-5, titulado contra preparagoes com BCMV, Todavia, a
reagao heterdloga eantre AS-LMV-5-6 e BCMV nio tem consisténcia pois co-
mo pode ser observade na tabela 15, o titulo de 64, foi obtido na combi
nagao desta mesma série de AS-LMV-5 e preparacio purificada a partir de
plantas de feijoeiro nao infectadas. Por outro lado, a tabela 13 nao re
gistra gualquer reacao heter6loga entre sete anti-soros para BCMV e pre
paracoes com LMV,

Pelo que foi apresentado acima, tem-se gue LMV e BCMV
nao tem relacgoes sorolégicas, provavelmente, porgue as duas reacoes he-
terologas, mencionadas acima, representam uma parca evidencia para se
afirmar o contrario. Porem, no ja mencionado trabalho de SHEPARD et alii
(1974), determinou~se que, entre as proteinas dos capsideos dissociados
destes dois virus, existe uma relagao sorologica. A explicacao para a
disparidade de resultados, entre este trabalho e o de SHEPARD et alii
(1974), como jé foi mencionado anteriormente, reside no fato destes au-
tores terem submetido suas preparagoes com virus a tratamento prévio '
congseguindo assim aumentar as chances de reacoes sorolﬁgicas pela expo-
sicao de grupos antigenicos que estariam ocultos na particula de virus

intacta.
Na mesma tabela 12, estao registrados os valores obtidos

na titulagao de AS-LMV-3 e 19, ensaiados, contra preparagﬁes com BYMV.
Pode-ge observar por meio destes valores que as séries’?,B, 10, 11 e 13
de AS~-LMV-5 e as séries 2, 3 e 4 de AS-LMV-19 reagiram emcombinagaéshg
terblogas com BYMV, congiderando-se como titulo minimo, o valor 64,
Assim, pode-se concluir que LMV e BYMY tem relagoes s0ro
logicas entre si, uma vez que os valores obtidos, pela titulacao destas
séries de AS-IMV-5 e 19, ensaiadas com preparacoes purificadas a partir
de plantas de feijoeiro nao infectadas, nao ultrapassam 32 (tabela 16).
Por outro lado, tem-se na tabela 14, que dos treés AS~BYMV
titulados, em combinacao com preparacoes contendo LMV, um deles, o AS-
-BYMV-28, reagiu na serie 2 com LMV. Observa-se, também, que na tabela-
-18, esta série 2 de AS-BYMV-28, quando ensaiada contra preparagao puri

ficada a partir de plantas de quencpdodionao infectadas, nao mostrou qual

guer reagaos
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Na literatura consultada, nac se encoatrou registro al-
gum sobre a determinacao de .rela¢des entre LMV e BYMV, porém, a despei-
to da ausencia de constatagao anterior, os resultados, obtidos no pre-
sente trabalho, demonstram que esta relacao ¢ definida.

Confirmando os itrabalhos de varios autores (BEEMSTER &
VAN DER WANT,1951; BERCKS,1960a; ZAUMEYER & GOTH,1964; B0S,1970; UYEMO
TO et alii,1972), que utilizando outros isolados de BCMV e BYMV, deter-
minaram que estes dois virus estdo relacionados sorologicamente entre
8i, no presente trabalho, com base nos resultados obtidos, também veri-
ficou~se o mesmo. Assim, pelo exame dos valores obtidos na titulagao de
sete anti-soros para BCMV e treés anti-soros para BYMV, expressos nas ta
belas 13 ¢ 14, constata-se que na maioria das combinacgoes heterdlogas
com BCMV e BYMV, ocorreram reagoes cruzadas de apreciavel nitidez. Esta
determinagdo é reforcada pelo fato destes anti-soros para BCMV e BYMV |
quando titulados contra preparagoes purificadas a partir de plantas nao
infectadas de feijoeiro, apresentarem titulos, cujos valores nao ulira-

passaram 32,

5.5. Consideracoes gerais

Em um sentido mais amplo, pode~se observar que, pelas re
lagoes sorologicas entre os virus estudados no presente trabalho, o PVY,
o LMV e o BYMV estariam provavelmente compreendidos em um mesmo sub-gru
po. £ interessante notar que apesar do BCMV estar relacionado com o
BYMV, considerando-se a morfologia e dimensoes de suas pagticulas, além
de suas intimas relagdes sorologicas, aquele virus parece nao ser afim
com o PVY e LMV, SHEPARD et alii (1974) determinaram que as proteinas
dos capsideos dissociados de PVY, LMV e BCMV sao sorologicamente rela-
cionadas; mas esta conclusao parece reforcar a hipétese, acima anuncia-
da, pois este relacionamento nao parece tdo evidente gquando se utiliza
preparagoes nao tratadas nos testes sorologicos.

A evidencia de que os virus de planta sao relacionados
sorologicamente, conduz a uma serie de especulagoes sobre a origem e o
significado desta afinidade. Uma hipétese, gque poderia ser aventada, e

~ . - A ~ 1
a de que estas relacoes existiriam, nao exatamente entre 08 virus, mas
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devidas a produtos, comuns a todos os virus de um determinado grupo, e-
laborados na célula da planta hospedeira, apos a infecgio. Esses produ-
tos comuns, poderiam ser as inclusces citoplasmaticas ou nucleares, ob-
servadas nas celulas de plantas infectadas por varios virus do grupo do
PVY. Contudo, HIEBERT et alii (1971) conseguiram purificar inclusoes la
melares produzidas nas célulés de plantas hospedeiras, infectadas pelo
PVY ¢ pelo virus "etch" do fumo. Estes autores determinaram que estas
inclusoes tem propriedades imunogenicas, mas sao sorologicamente distin
tas umas das outras, dos seus respectivos virus e das proteinas das plag
tas hospedeiras, Este trabalho vem, portanto, demonstrar que a hipétese,
acima enunciada, nao se fundamenta em observacoes praticas. A hipotese
mais aceita e a de que existiria uma relagao entre a afinidade sorolégi
ca e a constituicao molecular dos virus relacionados. Isto tem sido evi
denciado por alguns autores (KNIGHT & STANLEY,1941; KNIGHT et alii 1962;
STACE-SMITH & TREMAINE,1970). Neste ultimo trabalho, 08 autores determi
naram gue a composigao do PVY, em amino;écidos, ¢ parecida com a da pro
teina do virus "etch" do fume, sorologicamente relacionado com o PVY.

A evidéncia de que, entre os virus estudados existem al-
gumas relagoes sorologicas, leva a consideragao de que, de acords  com
BRANDES & BERCKS (1965), estas relagdes seriam a consequéncia de um pro
cessc cvolutivo que os conduziu a uma diferenciacao a partir de ances-
trais comuns, Como argumento, pode-se lembrar qu: ocorrem nos virus o8
mesmos fenomenos de mutagéo, observados nos organismos superiores, gue
desempenham um importante papel no processo de evolugao, Alem disso .
tem-se que os graus de afinidade sorologica variam desde os mais proxi-
mos até os mais distantes, numa gama que indicaria até que ponto os vi-
rus estariam afastados dos seus ancestrais comuns.

HANSEN (1957) também concorda com a teoria da evolucio
dos virus de planta, mas considera que uma origem comum nao resulta ne-
cessariamente num relacionamento intimo, e que uma nitida afinidade nao
e dependente ou indicativa de uma origem comum,

Considerando-se os resultados obtidos neste trabalho e
nagqueles relatados na literatura, pode-se afirmar que a contribuicdo da

. . . - £ - - . ;
sorologia na classificacao dos virus de planta, € mais valiosa do que
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outros métodos utilizados, tais como a determinagao do circulo de hospe
deiras e a sintomatologia. Contudo, de acordo com BERCKS (1966), os me-
todos bioquimicos e biofisicos também devem ser considerados., K, segun-
do VAN REGENMORTEL (1936), com o aumento nos conhecimentios da sequeéncia
guimica das proteinas dos virus, pode-se tornar possivel desenvolver u-
ma paleogenética quimica dos virus de planta, de acordo com os mesmos
principios aplicados em estudos filogeneticos da estrutura guimica da

hemoglobina (ZUCKERKANDL & PAULING,1962; BRAUNIT4ER et alii,1964),
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6. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos no presente trabalho, pode - se
concluir que
- a aplicacao de um sistena difasico eter-tetracloreto de carbono, como
técnica de clarificacac do suco extraildo de plantas infectadas com osvi
rus estudados, foi eficiente na obtencao de extratos clarificados, que
quando submetidos a ultracentrifugag¢ao, resultaram em preparagoes Semi-
purificadas de satisfatorio comportamento antigenico, tanto nos testes
sorologicos, como na indugao da formacao de anti-corpos nos animais imu

nizados.

- os testes de precipitina em tubos apresentam u'a maior sensibilidade,
que os de duplaZdifusao em agar, na titulagao de anti-soros ensaiados
com preparagoes contendo particulas filiformes, como as do PVY, LMV .

BCMV e BYMV, nas condigoes em gque os testes foram conduzidos,

- com base nos resultados, obtidos pela titulacao de anti-soros para
PVY, LMV, BCMV e BYMV, contra preparacoes com PVY, IMV, BCMV e BYMV ,
em combinacoes homologas e heterdlogas, através de testes de precipiti

na em tubos, estabeleceu-se gue:

o PVY tem relagtes sorologicas definidas com o LMV e com o BYMV;

- o LMV tem relacdes sorologicas definidas com o PVY e com o BYMV;

o BCMV tem relacées sorologicas proximas e definidas com o BYMV;

— o BYMV tem relacOes sorologicas proximas e definidas com o BCMV, e

simplesmente definidas com o PVY e com o LMV,

- 0s resultados da titulacgdo dos anti-soros preparados nac foram sufici
entemente consistentes para se estabelecer qualguer relacao entre PVY e

BCMV, e entre LMV e BCMV,
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Com base nos valores determinados na titulacao dos anti-
soros, atraves de testes de precipitina em tubos, as relacoes sorologi-
cas, entre o8 virus estudados, podem ser expressas pelo esquema seguin-

te

~ . » 1] .
— » relagoes sorologicas nitidas

-—— relacgoes sorologicas detectadas com poucos anti-soros
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7. RESUMO

Isolados de PVY, LMV, BCMV e BYMV foram multiplicados por
inoculacdo wmecdnica nas folhas de plantas de fumo, guenopddio e feijo=-
eiro, respectivamente, induzindo }nfeCQﬁo do tipo sistemico. Estes iso-
lados foram parcialmente purificados a partir dos caules e folhas, des~
tas plantas infectadas, homogeneizados em presenca de solucado tampao de
fosfato O,1mde pH 7,0, contendo sulfito de sédio a 0,5%. 0 extrato fil
trado foi clarificado por adicao de éter etilico e tetracloreto de car-
bono, e o8 virus foram concentrados por ultracentrifugacao. As microgra
fias eletronicas das preparacoes parcialmente purificadas de PVY, LMY |
BCMV e BYMV mostraram um grande numero de particulas alongadas e flexi-
veis, de variados tamanhos e frequentemente agregadas entre si. Estas
preparacoes foram injetadas em coelhos, tanto por via intravenosa, como
por via intramuscular, utilizando-se diferentes esquemas de imunizacgdo,
para producao de anti-soros. Lstes anti-soros foram titulades, atraves
de testes de dupla-difusao em agar, e testes de precipitina em tubos |,
em combinagdes homdlogas e heterologas com as preparacdes de PVY, LMV
BCMV e BYMV. Em comparacao com o5 testes de dupla-difusao em égar, 03
testes de precipitina em tubos demonstraram ser muito mais sensiveis na
deteecao de anti-corpos em baixa concentracao,

As relagbes sorologicas entre o PVY, LMV, BCMV e BYMV fo
ram detectadas pela comparagdo dos titulos homologos e heterslogos dos
anti-soros, ensaiados em testes de precipitina em tubes, e, pelos resul
tados obtidos, pode-se afirmar que :

- o PVY tem relagoes sorologicas com o LMV e o BYMV,
- o LMV tem relagoes sorologicas com o PVY e o BYMV,

BCMV tem relagdes sorologicas proximas com o BYMV,

=4

BYMV tem relagoes sorologicas proximas com o BCMV,

=]

- o BYMV tem relagoes sorologicas com o LMV e o PVY,
0s valores dos titulos dos anti-soros para PVY, LMV e

BCMV, quando ensaiados, em combinag¢oes homologas e heterologas, contra

preparacoes com PVY, LMV e BCMV nao toram significativos de forma a se
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poder afirmar que o PVY, bem como o LMV, tenham relacoes sorologicas com
o BCMV,

0s resultados obtidos vem suplementar o esquema de clas-
sificacao dos virus de planta, cujas particulas tem forma alongada, pro
posto por BRANDES & BHRCKS (1965}, gue estabelece como critérios de si-

. . < - ‘.
milaridade, a morfologia da particula de virus e suas relagoes sorologt

Cidis .

8. SUMMARY

PVY, LMV, BCMV and BYMV isclates were transmitted by
manual inoculation of sap, infecting systemically - Nicotiana tabacum
L. var. Turkish , Chenopodiwn quinoa L. and Phaseolus vulgaris L. plants
respectively. These iscolates were partially purified from homogenates
of infected stems and leaves in 0,1 M phosphate buffer (pH 7,0) contain
ing 0,5% sodium sulfite. The filtered homogenate was clarified by add-
ing ether and carbon tetrachloride and the viruses were concentrated and
partially purified by ultracentrifugation. Electron-micrographs showed
virus preparations to contain filamentous particles, many of which were
aggregated of fragmented. Antisera to PVY, LMV, BCMV and BYMV were
prepared in rabbits injected with purified virus intfavenously or intra
muscularly, following several immunization schedules. These antisera
were titred in agar double-diffusion and precipitin tests with the
respective homologous and heterologous virus preparations.In comparative
trials, precipitin tests were much more sensitive than double=diffusion
tests for detecting low antihody concentrations.

Serological relationships between PVY, LMV, BCMV and BYMV
were established by comparison of homologous and heterologous antisera
titres in precipitin tests, and from the results we can assume that :

- PVY is related to LMV and BYMV
- LMV is related to PVY and BYMV
-~ BCMV is closely related to BYMV
- BYMV is closely related to BCMV
- BYMV is related to LMV and PVY
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On the basis of the serological results, no valid state-
ments on serological relationships between PVY-BCMV and LMV-BCMV are
possible.

The results supplement classification of elongated plant
viruses on a morphological and serological basis as suggested by BRANDES

& BERCKS (1965).
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Familia Virus dimegsaes da principal planta referencias
particula{nm) hospedeira
Amarantaceae "Pigweed mosaic virus" 700 - 725 x 14  Amaranthus blitum L SING et alii, 1972
Amaryllidaceae "Fucharis mosaic virus" 740 Eucharis grandiflorus
. ND 064
PLANCH BRANDES, 1_
"Narcissus yellow stripe . _ ] -
virus" 7”55 x 12 Narcissus pseudonar-  pount & ATKEY, 1967
e¢rssus L

1] 3 1 -

Narcissus white streak 755 x 12 N. pseudonarcissus L  BRUNT, 1970, 1971

virus

It ; ; . .

v?iizﬁ‘ss“s degeneration 755 x 12 N. pseudonarcissus 1.  BRUNT, 1570, 1971
A "Dash i . " 750 - Colocasia esculenta ZETTLER et alii. 1970
raceae Dasheen mosaic virus (L) Schott e ii,

750 - 800 GOLLIFER & BROWN, 1972

Caricaceae "Papaya ringspot virus" 800 £ 10 x 12 Carica papaya L REROLD & WETBEL, 1962

B . : .
Caryophyllaceae vgizgﬁ‘t“’n vein mottle 790 x 12 i""mthug caryophyllus  yo11INGS & STONE, 1971

750 WEINTRAUB & RAGETLI, 1970
Chencopodiaceae "Beet mosaic virus" 730 x 13 Beta vulgaris L ZIMMER & BRANDES, 1956
* . .
z;gs do mosaico do espi 750 x 15 Spinacea oleracea 1, KITAJIMA & COSTA, 1971
APENDICE 1 - Relacdo dos virus, considerados como membros do grupoe do PVY, familia e espécies das principais plantas

hospedeiras, dimensdes das particulas (nm) e referencias na literatura.

1TA



dimensoes da

P < principal planta ~
Familia Virus particulatnm) hospedeira referencias
Compositae Virus de Gynura aurantiaea 700 x 20 Gynura aurantiaca OSMAN et alii, 1972
Sch.
Virus do mosaico do picao 720 x 15 _ KITAJIMA et alii, 1961
ou Bidens pitlosa L
"Bicens mottle virus™ 700 - = 760 CHRISTIE et alii, 1068
Virus do mosaico da alface 750 x 13 Lactueca sativa L TOMLINSON, 1964
" i i e
Convolvalace ae §weefipotatoven1mosa1c 261 x 13 Ipomoes batatas (L) NOME, 1973
virus Lam.
Virus do mosaico dabata 850 x 15 Ipomoea batatas (L) COSTA et alii, 1973
ta doce Lam.
it
Sweet potato feathery 850 Ipomoea batatas(L) MC LEAN, 1958
mottle virus" ou Lam.
"Sweet potato russet Ipomoea batatas (L)
crack virus' ou 800 Lame
H 3
Sweet ?otato internal 844 Ivomoea batatas(L) CAMPBELL et alii, 1972
corck virus" 376 Lame
Cucurbitaceae ‘{;E‘:iado mosaico da me- 725 VAN REGENMORTEL et alii,
Citrullus vu 15
746 - 765 ttrullus vulgor: SCHMELZER, 1966
Schrad
PURCIFULL et alii, 1968
MILNE & GROGAN, 1969
Cruciferae "Turnip mosaic virus" 680 SHEPHERD & POUND, 1960
722 Brassica ropa L TOMLINSON & WALKEY, 1967
754 BODE & BRANDES, 1958
MAlliaria mosaic virus® 745 Atliariq offieinalis PAPA et alii, 1973

Andr.

TITA



dimensoes da

Familia Virus ‘ principal planta referencias
particula(nm) hospedeira
Dioscoreaceae Virus de Dioscorea flo- 690 — 755 Dicscorea floribunda LAWSON et alii. 1973
ribunda Mart & Gal. ’
Gramineae "Sugarcane mosaic virus" 750 E&cahmﬂmzoffbctn BRANDES, 1964
"Cocksfoot streak virus" 752 x 13 Dactylis glomerata L BRANDES, 1959
868-836 x 17,6- GOLD et alii, 1954
19,5
"Agropyron mosaic virus" 700 - 760 gﬁﬁymn repens STAPLES  BRAKKE, 1963
700 BRAKKE, 1971
] i i ko Frum .
o hbhoxanthum mosale Vi pa4 o6o x 13 Anthonanthun odorantum o yrypRALL, 1970
i "Bulbous Iris mosaic vi Iris danfordiae Boiss
Iridaceae rus" = 760 I. veticulata Bieb BRUNT, 1968
"Freesia streak virus" 840 gfj,fiw refracta CASPER & BRUNT, 1971
. Virus do mosaico amare- .
Leguminosae 1o do feijoeiro 750 x 15 Phaseolus vulgaris L BRANDES & QUANTZ, 1955
Virus do mosaico comum .
do feijoeiro 750 x 15 Phaseolus vulgaris L BRANDES & QUANTZ, 1955
"Pea mosaic virus" 750 Pisum sativum L BRANDES, 1964
Virus do mosaico dasoja 746 Glyeine soja Sieb QUANTZ, 1961; VASCONCELOS, 1964
""Cowpea aphid-borne Vigna wiguiculata (1) !
mosaic virus" 758 Walp. BRANDES, 1964
750 LOVISOLO & CONTI, 1966

XI



dimensoes da

principal planta-

£ . £ b -
Familia Virus particula(nm) hospedeira referencias
Leguminosae "Peanut mottle virus" ou ) _
(éont.) Virus do mosajico do amen 763 x 15 Arachis hypogaea L SCHMIDT & SCHMELZER, 1966
cont. doim
i i i i Wistaria flovribunda
“'..i'lsterza vein mosaic w24 fi BOS, 1970
virus" bC
730 W.sinensis DC CONTI. & LOVISOLO, 1969
"Pea necrosis virus" 750 Pisum sativun L BOS, 1970
"Pea leafroll mosaicvirus' 752 Piswn sativum L BOS, 1970

ou "Pea seed-borne mos.virus"

KNESEK & HAMPTON, 1972

Trifolium vepens L
T.pratense L

GIBBS et alii, 1968

Lupinus polyphyllus Lindl,

L. arboreus Sims.

HULL, 1968

"Clover yellow vein virus™ 767
"Lupin mottie virus" 759
"Red clover necrosis virus" ?

Trifolium pratense L

ZAUMEYER & GOTH, 1963

-3

"Bean western mosaic virus'

Phaseolus vulgaris L

SKOTLAND & BURKE, 1961
SILBERNAGEL, 1969

Virus de Voandzeia subterranea 754

Voandzeia subterranea
Thou

BOCK, 1973b

"Biackeye cowpea mosaic

3

Vigna wguiculata (L)
Walp

COBBETT, 1957
SHEPARD et alii, 1974

Viunguiculata (L)Walp

UYEMOTO et alii, 1973

Liliaceae

Byacinthus orientalis

MOKRA & BRCIK, 1970

virus"

"Cowpea seed-borne virus" 750
"Hyacinth mosaic virus" 7B3 x 13
Virus do mosaico em faixa 767 x 16
da cebolaou"Onion yellow 772 x 16
dwarf virus" 730 x 780

Allium cepa L

COSTA et alii, 1971
SCHMIDT & SCHMELZER, 1964
FISCHER & LOCKHART, 1974




dimensoes da

Familia Virus p principal planta . referéncias
particula(nm) hospedeira
Liliaceae "Aspargus virus 1" 763 Asparagus officinalis HEIN,1960; BRANDES,1964
{cont.) . L

"Tylip breaking virus" 740 x 14 Tulipa gesneriana L BRANDES & BERCKS, 1965

Virus do "streak mottle" 750 iﬁlﬁ%ﬁ Longiflorum ELSER & ALIEN, 1969

do lirio um

Virus do mosaico do 765-790x19,1- Nothoscordum fragrans »

Nothoscordum 20,0 (Vent) Kunth GOLD et alii, 1957
Malvaceae "Malvavein clearing virus" 830 x 15 Malva parvifliora L KITAJIMA et alii, 1962
Passifloraceae "passion fruit woodiness 670 Passiflora coerulea L TAYLOR & KIMBLE, 1964

virus" 700 - 800 ) GREBER, 1966

730 -~ 745 P.edulis 1 TEAKLE & WILDERMUTH, 1967

Solanaceae Virus Y da batata 730 x 11 Solanum tuberosun L DELGADO-SANCHEZ & 'GROGAN, 1970

Virus "etch!" do fumo 730 x 12-13 Nicotiana tabacum L BRANDES & WETTER, 1959

Virus A da batata 730 x 15 Solanum tuberosum L BRANDES & PAUL, 1957

. hureja .
Virus SB29 734 Solanum phureja  Juz BAGNALL, 1963
& Bulk
724 BRANDES, 1959
"Henbane mosaic virus" 850 Hyoscyamus niger L GOVIER & WOODS, 1971

800-900 x 12
13

KITAJIMA & COSTA, 1973

"Colombhian Datara virus™

721 ¥ 28

Datura candida L
Datura sanguinea Ruiz
& Pav.

KAHN & BARTELS, 1968

Virus do mosaico fraco
de Atropa

"Afropa mild mosaic virms™

950
925

Atropa belladona 1.

HARRISON & ROBERTS, 1971
KITAJIMA & COSTA, 1973

X



dimensces da prineipal planta

[ 3 ~ .
Familia Virus particula(nm) hospedeira referencias
Solanaceae "Tobacco vein mottling 730 x 13 Nicotiana tabacum L, GOODING Jr. & SUN, 1972
virus" 730 - 780 var. Burley PIRONE et alii, 1973
{cont.}
"Peru tomato virus" 750 Lycopersicon esculen~ RAYMER et alii, 1972

tum Mill

"Pepper veinal mottle Capsicum annuum L,

770-850 x 12 BRUNT & KENTEN, 1971

virus" C. frutescens L
"Arizona pepper virus' 722 x 22 Coarmuuwn L NELSON '& WHEELER, 1972
""Pepper mottle virus" ? C.oannuun L ZITTER, 1972a, 1972b
ZITTER & COOK, 1973
Apium graveole:
Umbelliferae "Celery mosaic virus" 784 prum graveolens L SHEPARD & GROGAN, 1971
var. dulee

Virus do mosaico ama- Apium graveolens L

relo do salsio 7530 x 12-15 vy, dulee KITAJIMA & COSTA, 1968a, 1968b
A. lens

"Celery latent virus" 860 graveotens L var. LUISONI, 1966
dulee

"Parsnip mosaic virus' 755 x 14 Pastinacia sativa L MURANT et alii, 1970

Virus do mosaico dace 732 CHOD, 1965

noura 760 x 15 Daucus carota L CAMARGO et alii, 1968

Urticaceae Virus de Maclura pomifera 700 - 800 Haeclura pomifera (Raf)

Robhinson PLESE & MILICIC, 1973
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