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1. INTRODUÇÃO

O virus causgdor da moléstia denominada anel do 

piment&o e conhecido pelas suas iniciais VAP, apresenta g 
, 

ma s�rie de propriedades que permitem enquadra-lo no gru-
po do "tobacco rattle virus 11 (TRV). 

~ , 

quando prepa.raçoes purificcdas ou prepa.raçoes r-ª 
pidas ( 11dipping 11 ) de partes de vegetal infetado com o VAP 

são observadas ao microscÓpio electrÔnico, evidenciam co..;. 
, 

mo caracteristica principal a presença de dois tipos de· 
particulas. · sstas possuem morfologia semelhante e compri 
mentos normais distintos, isto é. 55 mu o comprimento das 

, , 

particulas pequenas e 200 mu o comprimento das particulas 
grandes. O aparecimento de dois ou mais tipos de particQ 

,• A , 

las e uma ocorrencia constante nos virus pertencentes ao 
grupo do TRV j� descritos. 

A aplicação de técnicas serolÓgicas para estu
dar as possiveis diferenças antigênicas entre os dois ti .... 
pos de partículas do VAP; o estudo das rslaç5es serolÓgi
cas de parentesco entre o VAP e alguns virus do grupo do 

TRV; a influência do tratai-nento térmico no comportamen to 
antigênico das partículas; o diagnóstico serolÓgico para 

evidenciar a presença do VAP em plantas hospedeiras repr.§. 
'"

sentam, basicamente, o escopo da presente tese. 

ººººººººººº 
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1. Breve histórico 2Ôbte a serologia de vírus de niantas 

Por volta de 1888 e 1905 verificou-se que o san-
, 

gue do homem ou de animais de laboratorio que se recupera-
vam de uma doença infecciosa continha subGtâncias específi 
cas,.�apazes de neutralizar os agentes infecciosos. Estas 
substâncias foram denominadas anticorpos. Constatou-se , 
também, que os anticorpos permaneciam por longo periodo no 
sangue dos animais tornando-os resistentes a uma segunda 
invasão do mesmo patÓgeno. Assim, à cada reinfeção, os aJ1 
ticorpos neutralizavam os microorganismos ou toxinas por 
êles produzidas. A reação era específica, isto é, antico.r., 
pos formados contra um patÓgeno A, neutralizariam somente 

, A , 

o patogeno A; aqueles formados contra um patogeno li, neu-
tralizariam apenas o patÓgeno B, e assim por diante. Aos. 
agentes infecciosos ou às substâncias estranhas ao organi� 
mo animal, capazes de induzir a formação de anticorpos,deu
-se o nome de antigenos. Posteriormente, constatou-se que 
várias substâncias possuiam propriedades antigências, prig 
cipalmente as proteínas e os polissacarÍdeos de elevado p§ 
so molecular. 

Com o desenvolvimento das técnicas para estudar 
as reações antigano- anticorpo surgiu a Serologia, isto é, 
a parte da Imunologia que estuda as reações antígeno-anti
corpo 11in vitro". Sendo a reação antígeno-anticorpo alta
mente especifica, as técnicas serolÓgicas passaram a ter 
grande aplica.ção na identificação de microorganismos (bac
tsrias e fungos), na bioquímica, na determinação dos grupos 
sangu:Íneos, na classificação sistemática das plantas supe
riores, na virologia, etc ••• 
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A descoberta de que o suco de plentas infetadas 
com vírus, quando injetado em animais, induzia a formação 
de anticorpos, deu formidável impulso aos estudos de iden
tificação e caracterização dos vírus de plantas. 

Ao que tudo indica, Purdy (1928) foi quem primei 
ro demonstrou que os vírus de plantas continham antíge n o  s 
específicos. Purdy Beale (1931), em seu trabalho com o vi 
ru� a.·o mosaico comum do fumo (TMV), era de opinião que no 
suco de plantas infetadas com o TMV a suhst�cia antigêni 
ca era o próprio vírus e não as proteínas formadas ou al
teradas após a infecção. Matsumoto e Somazawa (1932,1933)

comprovaram os trabalhos de Purdy Beale. 

Silberschmidt (1932) demonstrou que a adição de 
antissoro especifico ao suco de plantas infetadas com o 
TMV tornava o vírus inativo e que o mesmo não acontecia 

A quando utilizava o soro normal. 

Gratia (1933 a e b) parece ter sido o primeiro ag 
tor a mencionar que plrntas contendo vírus diferentes da
riam reações serolÓgicas distintas. Trabalhando com o TMV 

e com o vírus X da batata (PVX), verificou que os mesmos 
não reagiam serologicêllD.ente em testes cruzados. Birkeland 
(1934) obteve resultados semelhantes aos de Gratia e procg 
rou mostrar o valor da serologia para a classificaçíio dos 
vírus de plentas. Purdy Beale (1934) te.rnbém relatou a im
portância dos métodos serolÓgicos aplice.dos ao diagnóstico 

( ' 

) e classificação dos virus de plantas. Chester (1935 , va-
.- • � o lendo-se das tecnicas serologicas, procurou grupar algu n s  

vírus de plantas. 

Nos primórdios da serologia de vírus de plantas, 
o prep2ro de antissoros ere. feito pela simples injeção, em
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coelhos, do suco de plantas infetadas com vírus. t Óbvio 
que os antissoros assim preparados apresentavam sérios in 

- ' - ' 

convenientes, princip2lmente com rslaçao a formaçao de an

ticorpos para substâncias antigênicas normais à planta hos
pedeira do vírus. O desenvolvimento das técnicas de pu
rificaçe"o dos vírus de plantas possibilitou o preparo de
melhores antissoros, permitindo assim o desenvolvimento de 
testes serolÓgicos altamente específicos. O aperfeiço a-
mentd das técnicas de purificação parcial dos virus de

- t r plantas, os estudos da morfologia das particul2.s de virus 
com auxilio da microscopia electrÔnica e o preparo de an
tissoros altamente especificas, permitir fim a Brandes e 
Wetter (1959) classificar alguns vírus de forma alongada. 

Os testes serolÓgicos, como t6cnica auxiliar p� 
ra o diagnóstico de vírus de plantas multiplicadas veget� 
ti vamente, são 12.r gamente empregados. Nos pai.ses produt.9. 
res de batata semente certificada, tais como Holanda, Al� 

· manha e Suécia, os testes serolÓgicos, para diagnostic ar ·
a presença dos vÍ.rus x,s,M e Y que infetam a batata, s_ã o
empregados em escala comsrcial. O desenvolvimento do te�
te de microprecipitina 8m caixa� de Petri, idealizado por
van Slogteren (1955), tem possibilitado ao Serviç_o Holan
dês de Certificaçe,o de Batata Semente teste.r serol�gicarnen.
te todo material de b2t2.ta destinado � seleçe,o e exporta
ção. Além disso, o con.trÔle da sanidade das plantas de 
bulbo (tulipas, jacintos, gladiolos, etc.) no que se re-

' .,, . ( , . fere as molestias de virus, e feito, na Holroida, com au-
xilio dos testes serolÓgicos de microprecipitina. 

Na identificação das moléstias de vírus de 
plantas a serologia apresenta uma série de vantagens so
bre as demais técnicas usadas em virologiag a) é altamen
te especÍfica; b) permite diagnosticar a presença do pa-



- 5 -

tÓgeno independentemente da sintomatologia e da planta ho� 
pedeira; e) permite trabalhar com um grande número de amo� 
tras e obter resultados num curto período; d) permite o e� 
tudo comparativo de estirpes ou de vírus diferentes, que Q 
correm em várias partes do globo, pela simples troca de an 
tissoros, sem que haja o perigo de introdução dos patÓge-

-

A 
• � nos onde eles ainda nao ocorrem. 

Evidentemente, as técnicas serolÓgicas não apre
sentam soluções para todos os problemas. Existem muitos 
fatores que dificultam ou mesmo inibem as reações sero1Óg1 
cas. Quando porém as dificuldades são contornadas, a apl1 
cação das técnicas serolÓgicas é de grande importância na 
pesquisa básica dos vírus e de grande utilidade no diagnÓ� 
tico rápido da.s moléstias de virus que afetam as plantas 
de importância econômica. 

2.2. Considerações sÔbre alguns estudos feitos com o TRV e 
o VAP

A sintomatologia das moléstias causadas por vi
rus do grupo do TRV é conhecida dêsde o século passado.Beh 
rens (1899), na Alemanha, parece ter sido o primeiro a de� 
crever uma moléstia causada por vírus dêsse grupo, dando a 
denominação de Tabakmauche-Virus. B�ning (1931), na Ale
manha, Quanjer (1943), na Holanda e Hansen (1946), na Din� 
marca, fizeram os primeiros trabalhos de patologia de 
rus do grupo do TRV. 

Rozendaal (1947), na Holanda, descreveu uma 

( 

Vl-

mo-
léstia em batata, 11stengelbont 11" mencionando que o prová
vel patÓgeno seria um virus do grupo do TRV, talvez o mes
mo descrito por Quanjer (1943) atacando plantas de fumo. De 
fato, Rozendaal e van der :fant (1948)? na Holanda, demons-
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trar arn que as moléstias 11 stengelbont II da batata e "Tabak
mauche" do fumo eram causadas pE:lo mesmo vírus, baseando
-se na morfologia das partículas. Observações ao micros
cópio electrÔnico revelaram que o vírus possuía uma forma 
de bastonete rÍgido, apresentando como característica 
principal a presença de dois tipos de partículas de com
primentos distintos, sendo de 150 mu o comprimento das 
partículas pequenas e 300 mu o comprimento das partículas 
grandes. Paul e Bode (1955), na Alemanha, repetiram e am 
plíaram os estudos da morfologia das partículas do TRV e 
concluíram que, de fato, o vírus apresentava dois tipos de 
partículas. Demonstraram, porém, que as dimensões eramde 
70 mu para as partículas pequenas e 180 mu para as partí
culas grandes e não aquelas mencionadas por van der Want 
e Rozendaal (1948). A existência de dois tipos de parti-

. �  

culas morfologicamente semelhantes e apresentando compri-
mentos normais distintos passou a ser uma das caracterís
ticas dos vírus do grupo do TRV. 

Com relação aos trabalhos de patologia e círcu
lo de hospedeiras dos vírus do grupo do TRV, é interes-
sante ressaltar os trabalhos de van der :.vant (1952) , 

Uschdraweit e Valentin (1956) 9 Schmelzer (1957) e Wal-
kinshaw e Larson (1959). 

A aplicação de técnicas serolÓgicas ao estudo do 
TRV foi iniciada com o trabalho de van Slogteren (1958). 
O autor demonstrou que diferentes moléstias das plantas 
produtoras de bulbos, que j� haviam sido descritas por 
van Slogteren e Ouboter (1941) e cujo patÓgeno nao era 

h . d 
,, ' con eci o na epoca, eram causadas por virus do grupo do 

TRV. Cadman (1959) e Cadman e Harrison (1959) utilizaram 
técnicas serolÓgicas para identificar estirpes do TRV que 
ocorrem na Escócia º 
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Harrison e Nixon (1959) foram os primeiros a puri-
ficar o TRV, fazendo também a 

( 

- ( separaçao das particulas gran-
des e das particulas pequenas pela técnica de gradiente de 
densidade. 

Costa et al. · (1960) isolaram um v.irus de uma plan
ta de pimentão (Cansicum annuum L.) proveniente de São Car
los, SP. O vírus, quando inoculado mecânicamente em pimen-
tão, causava sintomas em 
aner do pimentão (VAP). 

< ( forma de anel, dai o nome, virus do 
Verificaram também que o circulo de 

hospedeiras do vírus era bastante amplo e que muitas das prQ 
priedades do VAP (envelhecimento 11in vitro", ponto final de 
diluição, resistência ao calor, etc ••• ) eram bastante sem� 
lhantes �s do grupo do TRV. Observações feitas ao microscó
pio electrÔnico por Kitajima (1963) revelaram que o VAP pos
suía partículas de dois tamanhos e que eram morfologicamente 

' 

semelhantes as do TRV. Mensurações comparativas indicaram 
( que o VAP apresentava particulas pequenas 

culas grandes com 200 mu de comprimento. 
(1963) prepararam um antissoro especifico 
(1965) purificou o VAP e fêz uma série de 
cos. 

(' com 55 mu e parti-
Oliveira e 111lette r 
para o Vil.P. Silva 
estudos bioquimi -

Bos e van der Want (1962) descreveram uma moléstia 
da ervilha causada por um vírus do grupo do TRV, que recebeu 
a denominação de 11pea early browning virus 11 (PEBV) • Maat 
(1963) demonstrou que o PEBV e o TRV, embora apresentassem tIDJ.

quadro sintomatológico diferente e possuíssem partículas de 

comprimentos distintos (PEBV= 105 mu e 210 mu; TRV= 70 mu e 
180 mu), eram serologicamente relacionados. 

Harrison e Woods (1966) fizeram um estudo sero1Óg1 
co comparativo entre dez isolados de vírus pertencentes ao 

A 

grupo do TRV: cinco isolados do TRV da Inglaterra, tres isQ 
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lados do TRV dos Estados Unidos ? um isolado do TRV da Holan
da e o VAP do Br.asil. Concluíram que havia relações de pa
rentesco serolÓgico muito próximo entre os isolados da Ingl� 
terra e o da Holanda. A êsse grupo denominaram de Seroti p o  
I. Nenhuma relação serolÓgica foi observada entre os isola
dos norte americanos e o Serotipo I. Os isolados norte ame
ricanos foram classificados como Serotipo II. Finalmente o
VAP apresentou apenas relação serolÓgica distante com relação
a dois-isolados norte americanos e nenhuma relação com os i
solatlos do Serotipo I, O VAP, segundo Harrison e Woods, per
tenceria ao Serotipo III •.

ooooOOOooco 
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( 3.1. Fonte de virus 
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Plantas de fumo (NjcotiRna tabacum L. var. Turkish) 
com o fator NN que localiza o v:Írus do mosaico comum do fumo 
(TMV) , apresentando 4 a 5 fÔlhas, foram inoculadas mecini c a .... 
mente com um isolado do VAP, mantido na coleção da Seção de 
Virologia do Instituto Agronômico, em Campinas. Oito a dez 
dias"apÓs a inoculação colheram-se 500g de fÔlhas com infec
ção sistêmica. Posteriormente molharam-se as fÔlhas numa so
lução contendo tampão de fosfato 0

1
10 M pH 7,0; Na2s�4.10

H2o 0,28 M e  EDTA 0,01 M. Esta solução doravante passara a
ser denominada de solução A (sol.A). Em seguida as fÔlhas fo 
ra.m trituradas num liquidificador durante 4 minutos em presen 
ça da solução A. O suco assim preparado foi colocado em fra.§. 
cos de vidro e conservado no congelador (-20QC). 

3.2. Primeira fase da purificação do VAP 

O suco congelado (450 ml) foi deixado em temperatu
ra ambiente para descongelar, sendo posteriormente submetido 
a centrifugações diferenciais. TÔdas as centrifugações a 
5000 e 6000 rpm foram efetuadas na centrifuga Christ- Uni ver
sal Junior II. Para as ultracentrifugações utilizou-se a cen 
trifuga Spinco Modêlo L, sendo que o rotor 30 foi utilizado a 
28000 rpm, o rotor 40 a 38000 rpm e o rotor SW-25 (especial 
para gradiente de densidade) a 24000 rpm. 

Inicialmente submeteu-se ·o suco a uma centrifugação 
durante 20 minutos a 5000 rpm (Esquema 1). Eliminou-se o se
dimento (P-1) e o liquido sobrenadante (LS-1) obtido (geral
mente de coloração parda) foi submetido a uma ultracentrifuga 
ção durante 60 minutos a 28000 rpm. Descartou-se o liquido 



' 
,. 

:\ku---\ 
ji' 

Elimin�dos 

Fases da purificação do VAP 

Suco+ sol.A 
20 mina 5000 rpm 

1-----�1 
P�l LS.1 

J, 
1S-2 

60 mina 28000 rpm 

P-2
+ sol.A

15 mina 5000 rpm

P-3 LS-3 primeira fase 

LS-4 

P-5

LS-6 

LS-7 

60 mina 38000 rpm 

P-4
+ sol.A ou+ sol.salina
10 mina 5000 rpm

LS-5 ou LS-5 salina 
lº grad;iente

1

60 min a 24000 r pm
B-l

�
· .. 
B-2

B-1 e B-2

90 mina 38000 rpm

' 

PB-1 e PB-2 
+ sol.A

segunda fase 

2º gradiente
60 mina 24000 rpm

g o 1 
B-12,

I B-22 
B-12 e B-22
90 mina 38000 rpm

PB-12 e PB-22 
+ sol.A ou+ sol.salina
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sobrenadante (LS-2) , dissolveu-se o 11pellet" (P-2) em 30 ml 
de solução A e centrifugou-se durante 15 minutos a 5000 rpm, 
Rejeitou-se o sedimento (P-3) e o liquido sobrenadante 
(LS-3) foi ultracentrifugado durante 60 minutos a 38000 rpm. 
Eliminou-se o liquido sobrenadante (LS-4) e o 11pellet II CP-lv 
foi dissolvido em solução salina (0,85% de NaCl em água de� 
tilada), quando foi utilizado no processo de imunização 
(LS-5 salina) ou ent�io em 8 ml de solução A ,  quando foi uti 
lizado·na 2º fase de purificação (LS-5). Aliquotas de fra
ção rs-5 foram retiradas para observações ao microscópio e-

r. 
• lectronico e para testes de infetividade. 

3.3. Segunda fase da purificaç_io do VAP1 separação dos dois 
tipos de Partículas nela técnica de _g_radiente de den
sidade 

Os gradientes de densidade foram preparados com 
soluções de sacarose (Brakke, 1951, 1960) nas concentrações 
de 10, 20, 30 e 40% em solução A. Colocaram-se as soluções 
de sacarose em tubos de plástico (75x25mm) obedecendo-se as 
seguintes proporções: 4,6,6,6 e 3 ml de soluções 40%,30%�01/i, 
10% e solução A, respectivamente. Os tubos assim prepara
dos foram colocados na geladeira (4QC) durante 24 horas.Po� 
teriormente, colocou-se 2 ml da fraç�o LS-5 em cada tubo de 

' 

gre"diente, previamente preparado, e o material foi ultracen 
trifugado durante 60 minutos a 24000 rpm. Em seguida, os 
tubos foram levados a uma cwnara escura, colocados numa es
tante e iluminados sob a luz de uma lâmpada de um ampliador 
de chapas fotogr;cficas. Dessa forma pÔde-se, perfeitamente, 
constatar a presença de duas came"das opalescentes (B-1 e 

,, 

B-2). Com auxilio de s0ringas providas de agulhas longas e
com ponta recurvada (tipo cabo de guarda-chuva), retiraram
-se 2 a 3 ml de cade" uma das camadas. B-1 e B-2 foram ul
tracentrifugadas durBnte 90 minutos a 38000 rpm, eliminou -
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-se o liquido sobrenadante (LS-6) e adicionou-se aos 11pel
lets 11 (PB-1 e PB-.2) 2 ml de solução A, respectivemente. A
líquotas de c2da uma das frações forem retiradas para ob
serv2,ções ao microscópio electrÔnico e para testes de inf&. 
tividade. Posteriormente 5 2.s suspensões de PB-1 e PB-2 f.Q 
ram submetidas a novo gradiente, por 60 minutos a 24000rpm, 
com e, finalidade de obter uma melhor separaçe,o das frações. 

I' • � p Apos o gradiente, os tubos contendo a suspensao de B-1 a-

present·avam ume. só camada (B-12), o mesmo acontecendo com 
os tÜbos contendo a suspensão de PB-2 (B-22). B-12 e B-22 
foram retir2.das dos tubos do gradiente e ultre.centrifuga
das durante 90 minutos a 38000 rpm. Descartou-se o liqui
do sobrenadante (LS-7) e dissolveram-se os llpellets n (PP -
12 e PB-22) em soluçe,o A. Aliquotas das frações PB-12 e 
PB--22 foré1ID observe,d2s ao microscópio electrÔnico e utili
zadas em testes de infetividadeº As frações PB-12 e PB-22 
quando utilizadas no processo de imunizaçeo foram dissolvi 
das em solução salina (PB-12 salina e PB-22 salina). 

Pare, facilitar a exple.naçã.o serão adotadas, de 
agora em diante, as seguintes abreviações: a) a fração LS-

,

5, representante_ d e. purificação d o V .. flJ> completo, isto e, 
contendo particules pequenas (55 mu) e pa.rticulas grandes 
(200 muY ser�, denominada fras;.2.0 C ou simplesmente Q; b) a 
f ~ 

'- ( 
( raçao PB-12, correspondente as particulas pequenas 55 

mu), após o segundo gradiente, ser� denominada fração P ou 
simplesmente f; e) a freção PB-22, correspondente 1s part{ · 
culas grandes (200 mu) após o sE::gundo gradiente, receberi 
a denominação de fração G ou simplesmente G o

3.4. Preparo dos antissoros 2ara as fraç�e§ C,P e G 

Coelhos, pesando em média 2500 g
? 

foram imuniza-
dos com as frações C,P e G par� a obt�nç�o de antissoros 



- 12 -

especificos. Diversas técnicas foram utilizadas no processo 
de imunização, tendo os Enimais recebido injeções de antíge
no via intravenosa, via intramuscular ou ambas. Nas imuniz§ 
ções via intr2muscular injetou-se o antigeno emulsionado em 
partes iguais (V/V) com adjuvante Freund (Difco Laboratorie� 
completo ou incompleto, conforme o caso. 

3.5. Sangria, preparo e conservação dos antissoros 

Antes da primeira injeção do antigeno fêz-se uma 
sangria e o sôro, sôro normal, foi guardado no congelador P-ª 
ra posteriormente ser utilizado como contrÔle nas reaç6es s� 
rolÓgicas,. Dez a doze dias após a Última injeção do antíge
no fêz-se uma sangria e preparou-se o sôro, antissoro (AS). 
Com auxilio de uma lâmina fêz-se um pequeno corte longitudi
nal na veia lateral da orelha do coelho. Recolheu-se o san-

"' 

gue (20 a 30 ml) num pequeno frasco de vidro de boca larga. 
O sangue foi deixado em temperatura ambiente (2 a 3 horas) 
e, posteriormente, foi colocado no refrigerador durante 24 
horas. Em seguida, separou-se o sôro, centrifugando-o durag 
te 20 minutos a 6000 rpm. Desta forma obteve-se um sôro bem 
claro. Distribuiu-se o material em empÔlas de vidro (2 a 3 
ml por empÔla), adicionou-se Cialit, numa concentração final 
de 1:10000, para evitar contaminações. Posteriormente, fo-

,,. 

re.m feitas sangrias semanais e os antissoros, apos a determi 
~ ( naçao dos titulos, foram guardados no congelador. 

3. 6 .. ,Antissoros para alg_uns isolados do grupo do TRV utilizR�
dos nos testes serolÓgicos com o VAP 

. . 
,,. 

Antissoros preparados com isola.dos do TRV origina-
rios da Escócia (AS-TRV-E), da Holanda (AS-TRV-H) e dos Est§ 
dos Unidos (AS-TRV-S) foram gentilmente enviados pelo Dr. C. 
H. Cadman (Scottish Horticultural Research Institute - Dun-
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dee - Escócia). 

( 
. 

( Antissoros preparados para a estirpe tipica do TRV 
da Holanda (AS-TRV-HT), para um isolado do TRV a partir de 
Gladiolos sp •. (AS-TRV-G) e para o 11pea early browning vírus 11

(AS-PEBV), foram gentilmente enviados por D.Z. Maat (Insti
tuut Voor PlantenziektEmkundig Onderzoek - Wageningen - Ho
landa). 

3. 7. ·'.I'eê_te§.ysag_os para observar as reações Sfil'OlÓgi9..ª-ª.

Testes de microprecipitina em caixas de Petri (van 
Slogteren, 1955), precipitina em tubos e dupla difusão em á

gar (Ouchterlony, 1949, 1958, 1962; Ball, 1961) foram utili

zados para observar as reações serolÓgicas entre as frações 
C

1
P e G do VAP e entre o VAP e alguns isolados do grupo do 

TRV. 

Os testes de dupla difusão em ágar foram feitos da 
seguinte forma: 3 ml de ágar a 1% em tampão de fosfato 0,01 

" 

M pH 7 ,o contendo o,85% de NaCl (TFS) foram coloca.dos sobre 
uma lâmina de vidro (75x25 mm) e deixados em temperatura am

biente para solidificar. Posteriormente, com auxilio de um 
canudinho de plástico de 3 mm de diâmetro (para cortar o á

gar) e de uma egulha de injeção (Incisa 30.8) provida de um 
tubo de borracha ligado a urna trompa de v�cuo (para sugar o 
ágar), fizeram-se os orifícios para a colocação dos reagen
tes (antígenos e antissoros). A disposição dos orificios e 
as dist�ncias entre os mesmos obedeceu a um esquema pr�via
mente estabelecido. As lâminas preparadas para a reação fo
rem colocadas em caixas de Petri (providas de um pedaço de 
algodão embebido em água para manter a umidade) e mantidas 
em tempere.tura ambiente até o aparecimento das linhas de pr.§. 
cipitação. Finalmente as l�minas foram submetidas a um pro-



cesso de lavagem em solução salina, secagem (com auxilio de 
papel de filtro) e, posteriormente, coloridas pelo negro de 
emido (Te.vares, 1963)º 

Em todos os testes serolÓgicos forem sempre incly 
idos contr�l0s apropriados para melhor interpretação dos r&. 
sultados. Os testes foram repetidos uma série de vêzes, sen 
do que as reações foram feitas utilizando-,se sempre os anti 
geno� ·0 antissoros em diferentes diluições em TFS, obedeceu 
do uma progressão geométrica de razão 2. 

3.8. Testes de_absorção 

A absorção dos antissoros foi feita da seguinte 
forma: adicionou-se ao antissoro o ant.igeno, 1:1 (V/V), em 
diferentes diluições em TFS, em tubos de vidro (65x6mm) dei 
xando-se os tubos em banho-maria (37ºC) durante 60 minutos� 
Posteriormente os tubos foram colocados no refrigerador du

rante 24 horas. Em seguida submeteu-se o material a uma .een 
trifugação a 5000 rpm por 20 minutos. Ao liquido sobrena
dante adicionou-se novamente o antígeno em diferentes dilui 
ç'Ões para verificar se, de fato, a absorção havia sido com
pleta.. Submeteu-se o material ao mesmo tratamento descri
to anteriormente. O liquido sobren2.da.nte, obtido após a cen 
trifugação, foi ente.o considerado como antissoro absorvido 
para um determinedo e.ntigeno. 

Para observar o efsito da temp0ratura no comport2 
mento antigênico das partículas do VAP, as frações c,P e G 
foram submetidas a tratamentos em diferentes temperaturas e 
por di VE-T sos períodos. Para o tratamento térmico, colocou
-se O, 2 ml do material em empÔlas de vidro de par cd es finas. 
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A 

As empolas, devidar.1.ents se:::..2.d2s, for2ID mergulhadas num reci 
piente contendo �gua aquecida na tempE:ratura desejade. para 

o teste. Decorrido o tempo previsto para o aquecimento, as
A 

empolas foram retire.das e imcdiatarnente colocad 2s num reci-
piente contendo ;gua gel2..da (4QC) • ApÓs o resfriamento, o

material foi centrifugado durante 20 minuto.s a 6000 rpm e o
liquido sobren2.dante foi utilizado para os testes serolÓgi
cos, observaç5es ao microsc6pio electrGnico e testes de in-

. .  

fetiyidade,

Os tBstes de infotividade das fraç5es C,P e G fo
rmn feitos em plantas de Chen0Dodi·1m am2ranticolor Goste & 
Reyn e Chono.12.odium guinoa '1,Jild . As frações foram inocula

das mec�nicamente, usando-.so carborundum como abrasivo. I-
A A 

5 folhas de CE.de. pl2nta e fez-se uma cont2.g e'm nocular 2:111~• se 
I 

do numsro de lesões locais 
A 

nas 3 folhas que e.presentavam ô 
maior número d e lesoes. 

3 .11. ObservaÇ.Q'ê..ê..J1.e . .s_:[r_0_Ç_é10s C�P ? G e d os preci12i tados se-

1:.2l9_gic os ao microscÓuio electrÔnico 

As fraçc:íes C,P e G for2.m exa.n1in2.das no microsc·ó-
. A . .! • pio electronico Sis::1'):1.s Elmiskop I, us2ndo-se 2. tecnica de 

contrastaçe.o negetiva (Brenner & Horne,1959). 

Os precipitados serolÓgicos obtid os nos testes de 
precipitina em tubos foram centrifugados a 6000 rpm durante 
20 minutos e resuspendidos era ;gua destilada. A operaç�o 

A A 

foi repetid a de duas a trez vezes. Posteriormente a suspen 

s�o do precipit2.dn foi nbsErvada ao microsc6pio electr8nico 
pela t�cnica de contrastaç�o negativa. 
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1 D· ., t · ., · " d v,,n 1 t 3º 2. iagnos _ico sero:J._ogJ_co oa prcsenç2_ o J-il" em p an as 
de fumo� pirnent20 e t omat0 

As aliquotas I
? 
II, III e IV (Esquema 2) foram uti,, 

lizadas, como antigeno, nos testes de microprecipitina em 
caixas de Petri e dupla difusão em ágar para diagnosticar 
a presença do VAP em pl2nt2s de fumo (Nicotianft t2,bacum L,, 
var. Turkish), pimentã_o (Capsicum annuum 1.) e tomate (lü..
QQI?_er sfcon esculentum Mill.) • 

-

FÔlh2_s de pl2nt2s de fumo, pimente,o e tomate fo
ram inoculadas mec�nic2mente com ur:1 isole.do do VAP, manti-· 
do na Seçã_o de Virologie do Instituto .Agronômico, em Campj,_ 
nas. Oito a dez di2-s após as inoculeções colheram-se, de 
e ada lote de 10 ple.ntas, 6ô g de fÔlh2,s que 2.prcscntavam 
sintomas de infecção sistêmica. Cada lote de fÔlhas foi 
macerado, individualmente, num almofariz e o suco (aliquo
te. I) obtido foi filtre.do atravÓs de um pano de algodão, O 
filtrado foi tratado com n-butanol (a 8% do volume do suco 
original), deixado em t8mpcratura runbientE: por 30 minutos 
e posteriormente centrifugado a 6000 rpm durante 2ô minu
tos. Eliminou-se o sedimento e o liquido sobrenadante (a-
1:Íquota II) foi submetido a uma ultrEcentrifugação a 28000

rpm durante 60 minutos. Descartou-se o liquido sobrenadag 
te e dissolveu-se o 11pellet" on soluçe.o A, num volume dez 
v�zes menor que o do suco original (aliquota III). Final
mente, adie ionou-se �- ali quota III um volurie de solução A 
tal que permitiu reproduzir o volume do suco original (alÍ 
quota IV). 

ººººººººººº 



_;E;sauei;na 2. Clarificação e concentração do suco de fÔlhas de 
plantas de fu mo, pimentão e tomate infetadas com 
o VAP

Suco filtrado •.•.••.•.••••••• 

l 

+ n - bu tanol 
30 min repouso
20 mina 6000 rpm

Sedimento Sob renadante •.•...••••.•••••• 
elim

_
i_n _a

_
d

_
º ___ ---1J 60 mina 28000 rpm

! i 
Sobrenadante "Pel let 11 

( aliquota I 

( aliquota II 

eliminado concentrado 

l • �

( l0x em sol.A ••••• aliquota III 

+ sol.A ate atingir
o volu me do su co
original . .  º º • º • •  º • º º º • • • • •  º • º 

( aliquota IV 
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4. RESULTADOS

A técnica de congelamento do suco de plantas de fg 
mo infetadas com o VAP, seguida de ultracentrifugações dife
renciais e de dois gradientes de densidade, permitiu obter 
partículas de vírus sa.tisfatoriamente purificadas. Na pri
meir.a fase da purificação obtiveram-se sempre os dois tipos 
de partículas características d o VAP. As observa,ções ao mi
croscópio electrÔnico mostraram que as partículas pequenas 
(55 mu) e as partículas grandes (200 mu) contidas na fração

C estavam pr�ticamente livres de quaisquer impurezas Úi'ig. 1). 
A fração e, quando submetida ao primeiro gradiente de densi
dade, desdobrava-se em duas camadas (B-1 e B-2) cujas distân 
cias médias a partir do menisco foram de 25 mm e 35 mm, res
pectivamente. Observações feitas ao microscópio electrÔnico

� ( revelaram que a camada B-1 continha, alem das particulas pe-

quenas, uma quantidade razoável de partículas grandes. Da 
mesma forma, a camada B-2, constituída em sua maioria de par, 
ticulas grandes, continha um certo númer o de partículas pe
quenas. A realização de um segundo gradiente permitiu obter 
as camadas B-12 e B-22 (distando em média 25 mm e 35 mm a 
partir do menisco, respectivamente) perfeitamente homogêneas 

~ ' ( ( com relaçao as particulas pequenas e particulas grandes 
(Figs. 2,3 e 4).

4.2. Infetividade das fraçõ�s C
?
P e G 

Observa.raro-se diferenças com relação � infetivida
de das diversas frações t�stadas (Quadro I). Notou-se que a 
fraçã.o P, após o primeiro gradiente, apresentou ainda uma 
quantidade razo�vel de partículas grandes� fato que explica 
perfeitamente o aparecimento de lesões locais nas plantas 



FU1dJ;.ª_l. Fração C contendo par
ticutas pequenas (55 mu) e 
partículas grandes (200 mu). 
(40000 x). 

Figura 2. Tubos de gradi�nte de den
sidade. B-1 e B-2 (apos o tº gra
diente); B-12 e B-22 (apos o 2º 
gradiente). 

Figura 3. Fração P - partí
culas pequenas (55 mu). 
(40000 x). 

Figura.JJ,. Fração G - partí
culas grandes (200 mu). 
(40000 x). 
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teste. Verificou-se tambsm, que a realização de um segundo 
gradiente permitiu separar perfeitamente as particulas pe--

( ' 

quenas das particulas grandes e demonstra.r que somente as 
partículas grandes foram infeti vas º 

4.3. Títul o dos antissoros preparado§. para as fr_<z&Ões C�P e 

Q 

As determinações dos t::f. tulos foram feitas em tes-
tes de precipitina em tubos a uma temperatura de 37gc· (ba
nho-maria). As leituras finais das reações (evidenciadas PQ 
lo aparecimento de um precipitado ) foram efetuadas após 60 
minutos. Um total de onze antissoros diferentes foram uti
lizados nos testes serolÓgicos. Notou-se que, independent� 
mente de lJrocesso de imunizaçã.o usado, os títulos dos anti.ê, 
soros foram pr�ticamente os mesmos (quadro 2). 

4.4, Título dos ·antissoros nos testes serolÓgicos cruzados 
entre _astJr-ª.Ç_Qes_�C-..'l P e G e anÓs o 1Jrocesso dê._absorção 
com_ B,Lfrfil:_Ões C�P5 G. 

As reações foram feitas em testes de precipitina 
em tubos ? a uma temperatura de 37ºC (banho-maria) 7 fazendo
-se a leitura final após 60 minutos. Os titulas obtidos 

~ ' 
•nas reaçoes cruzadas foram praticamente os mesmos ? indican-

do existir identidade serolÓgica entre as frações C,P e G 
(Quadro 3).

Os resultados dos testes de absorção vieram refo� 
çar as provas em favor da identidade serolÓgica entre as 
três frações (Quadro 4). Os títulos obtidos nas reações 

t � , cruzadas entre os antigenos e antissoros homologas e heterQ 
logos, não absorvidos, foram pr�ticamente os mesmos. A ab
sorçã.o dos antissoros homólogos e heterÓlogos com qualquer 



_flliadro 2. NÚmero de injeções e título dos antissoros para as 
frações c,P e G. 

- : 1 ·· -: - r---
! NQ de inJ· eções ! i 

- : . 
! T' ;Fraçao i Coelho NQ i 1 

------r-·----------, itulo i
.i 1 i.v. :i.m.a.i. li.m.a.c.1 ' 

., 
. Codigo 

==-=-=---·- .. ·=·: �,_....---,-.,..-r,,.-=�--- 1___ =- J.,,=,, ..-•=-----=.,_·�---�� ,.....,.,.,.. ' ! 

e 

65 
73 
74 

8 

6 

3 
1 

i xl024 i AS-VAP-C-65 
l ! 

. 512 1 AS-VAP-C-73 
512 \AS-VAP-C-74 

1 ' 

. 81 i 2 , . . 512 \AS-VAP-C-81 

- ----: � ·--�--� � -+- - - _, _ - � -�c-·--
i 34 i 1 j - i - : 512 1 AS-VAP-P-34 

p 

G 

: ' / : i l 

77 3 1 
: 2 [ 512 \.AS-VAP-P-77 

78 1 512 iAS-VAP-P-78 

35 
79 
80 
86 

1 
1 

3 

' ! 

---- �� --�--.-- t...-�- L� ----� 
l j ' 
1 1 

1 1 

1 

1 

1 
1 

i 
1 

512 
512 

AS-VAP-G-35 
AS-VAP-G-79 

512 AS-V AP-G-80 
256 AS-VAP-G-86 

___ .,.,,.,....,._ / ,,,_----·-- ._,,.._, __ -=-=-=-.o..=•=·=-----""'- i ___________ _ 

X t ~ ,., 
� Os titulos estao representados pelo inverso da diluiçao 

... ~ ., 
e referem-se as reaçoes homologas. 

i.v. = intravenosa.
i.m.a.i. == intra.muscular com adjuvante incompleto. 
i.m.a.c.= intramuscular com adjuvante completo.
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_Quadro_j. Titulo dos antissoros obtidos nos testes serolÓgi
cos cruzados entre as frações C,P e G • 

.Antissoro 
fração C fração P --�-iração G 

------------ ----- ----------- ------ +----------

A�-VAP-C-65 
AS-VAP-C-73 
AS-VAP-C-74 

xl024 
512 
512 
512 

512 
512 
512 
512 

512 
256 
512 
512 AS-VAP-C-81 

1
-� �----------1-�--+---

X 

AS-VAP-P-34 256 512 
AS-V AP-P-77 i 512 512 
AS-VAP-P-78 -

1

f 512 512 ---'---�-!
1
-

5:
____ ��n AS-VAP-G-35 

AS-VAP-G-79 
AS-VAP-G-80 
AS-VAP-G-86 

✓-

_Soro Normal 

-

AS-TMV-87 
AS-PVX-31 
AS-PVS-61 

( Os titulas estão 

256 512 l 
256 256 

�,� 
o o 
o o 

representados pelo inverso 
AS-TMV-87 = antissoro para o TMV 
AS-PVX-31 :::: antissoro para o vírus X da batata 
AS-PVS-61 == antissoro para o vírus s da batata 

512 
512 
512 

512 
512 

512 
256 

o 
o 
o 
o 

d a diluição. 

(PVX) • 

(PVS). 



Q_uadrQ...1.1,. Titulo dos antissoros após a absorção cruzada com 
as fraç5es C

1
P e G. 

Antissoro 

AS-VAP-C-65 

·-·-r-· Absorvido l--------Antigeno
com a 

1

1 

----·----

fracão fração C fração P fração G 
- X512 512 512 
e o o o 

p o o o 

_________ G______ O O O 
- 256 256 512 

AS-VAP-C-73 e o o o 

p o o o 

_____ �- ______ ,__ G Q ___ =1-__ Q____ O 
- 512 512 512 

4,S-VAP-C-74 

AS-VAP-C-81 

AS-VAP-P-34 

e o o o 
p o o o 

G O O O _ 
- 256 25b 256 
e o o o 

p o o o 

G O O O 
· - -

=-
256 256 --·--1

_,,.

2_s_ 
e o o o 

p o o o 

--------�'---"'G----+--=º--·�----Q O_ 
- 512 512 512 

A.8-VAP-P-77 e o o o 
p o o o 

G O___ O O ----�-�..-�...;;;_-----=--
256 128 256 

AS-VAP-P-78 e o o o 

P o o· o 

_ G O O O 
--- --;-�-_ 512 256 25g--=-

AS-VAP-G-35 c o o o 

p o o o 

--------�--=-- G ________ ...Q. ___ 1_ O 0�-
256 256 256 

AS-V.AP-G-79 

AS-VAP-G-80 

e o o o 

p o o o 

G O O O 

e 

p 

·--
512 512 512 
o o o 

o o o 

---------- G O O ____ _,)O
a::....-._ 

256 256 256 
AS-VAP ... G-86 e 

p 

o o o 

o o o 

G 
-------...i..-.-�--

o o o -

X Os títulos estão representados pelo inverso da diluição. 
Antissoro não absorvido. 
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fração usada como antígeno removeu totalmente os anticor
pos. Desta forma os antissoros absorvidos, quando coloc� 
dos para reagir com as frações c,P e G, deram sempre re
sultados negativos. 

4.5. Testes serolÓgicQs entre o VAP e alguns isolados do 
grupo do TRV 

Os testes foram feitos Dela técnica de prec1p1-
tina em tubos. Os dados que apresentamos (Quadro 5) fo� 
ram obtidos com base nos resultados da permuta de 
soros feita com o Dr.C.H.Cadman e D.Z.Maat. O VA.P 
sentou reações serolÓgicas com o isolado do TRV da 
eia e com dois isolados do TRV da Holanda. 

4.6 . .TÍ.t.uJ..o dos antissoros obtidos nas reacões .de 
s 

.d.'ifnsâo em ágar 

antis
apre-
Esco-

duplq 

Os títulos obtidos nas reações serolÓgicas de 
dupla difusão em �gar foram da ordem de 1:32. Observou-

" 

-se, tambem, que os antissoros reagiram igualmente para
as frações C,P e G quando se faziam reações cruzadas. No
tou-se o aparecimento de uma Única linha de precipitação,
localizada sempre próxima do antígeno (Figs. 5,6 e 7).

4. 7. Testes serolÓgicos, infeti vida.de e observações ao mi
cro se Ópio el§.2_trÔnico das frações C 2P e G submetidas 
a tratamentos térmicos 

O tratamento térmico das frações C,P e G, duran 
te 10 minutos a diferentes temperaturas, permitiu consta
tar uma série de fatos de interêsse (Quadro 6). A tempe
ratura afetou senslvelmente a morfologia das partículas 
contidas nas frações C,P e G (Figs. 8A-P e 9A-F). Os te� 



Quadro..5,. Titulo dos antissoros obtidos nas reações cruza

das entre o VAP
1

alguns isolados do TRV e o PEBV. 

- - · -- ,,_ ____ e--- . �--•=9<•�--=----•-· -- -- ço- ,...__ . ....., ----'-·F· -- j""'== -

Antiss oro V.AP TRV-E TRV-S TRV-H TRV-HT TRV-G PEBV -· -

AS-VAP-C-65 xl024 8 o 4 32 o o 

AS-T·RV-E 8 128 o 128 128 - -

AS-TRV-s o o 128 128 128 -- -

H 4 128 128 128 128 - -

.AS-TRV-HT 2 - - - 1024 - 512

AS-TRV-G o - - - - 256 -

AS-PEBV o - - - 512 - 1024 

X ' ~ ,., 
- Os titulos estao representados pelo inverso da diluiçao.

- = Não foram feitos testes.

ThV-E = TRV isolado da Escócia.

'l'RV _3 = TRV isolado dos Estados Unidos.

TRV-H = TRV isolado da Holanda.

TRV-HT = TRV isola.do da Holanda (típico).

TRV-G-,= TRV isolado a partir de Gladiolos sp.

PEBV = pea early browning virus.



• • • e a• 

(it�'i'tê" 
• • • • • 

Figura S. Teste serolÓgico de dupla difusão em 
ágar. Antissoro para part:f.culas pequen?'s 
(AS-VJ.P-C-81) em diluiçao x Fração C (parti-

, culas pequenas-55 mu e particulas grande s -
-200 mu). Distância entre os ofificios = 8mm
(centro a centro). a=linh,a-ª 

• • • e a • 

� � re'· ,. 
• • • • • 

Figura 6. Teste serolÓgico de dupla difusão em 
ágar. .A.ntis2oro para. partículas pequenas 
(AS-V AP-.P-77) em diluição x ,..Fração G (parti
culas grandes-200 mu) Distancia entre os 
orifícios = 8mm (centro a centro). a=linha a

• • • eae 

� � . � 

• • • • •

Figgra 7� Teste serolÓgico de dupla difusão em 
agar. Antissoro para partículas grandes 
(AS-VAP-G-79) em diluição x Fração P (parti
culas pequenas-55 mu). Distância entre os 
orificios = 8mm (centro a centro). a=linhª--ª 
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Figura 8. Fração P (partículas pequenas - 55 
mu) aquecida durante 10 minutos a diferen
tes temperaturas. A= contrÔle nãc aqueci
do; B = 60QC; e= 65ºC; D =  70ºC (40000 x). 



Figura�- Fração G (partículas grandes - 200 
mu) aquecida durante 10 minutos a diferen
tes temparaturas. A= contrÔle não aqueci
do; B = 65ºC; e =  70ºC; D =  75ºC; E =  80ºC; 
F = 90QC (40000 XJ. 
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tes de infetividade most'.'.:'aram que as frações C e G permane
ceram ativas até o t:"a.tarne:n.to a 70':::C por 10 minutos. Com r2 
lação 1s propriedades antigênicas verificou-se que

? 
em tes

tes de microprecipitina em caixas de Petri e precipitina em 
tubos

? 
as frações C e G deram reações serolÓgicas positivas 

para as preparações tratadas até a 70ºC por minutos. A fr-ª 
ção P permaneceu serologicamente ativa até o tratamento a 
60QC durante 10 minutos. I\Tos testes serolÓgicos de dupla 
difusãD- em ágar

? 
feitos com antissoros homólogos e heterÓ

logos
? 

pÔde-se observar o aparecimento de linhas de preci
pitação para tÔdas as frações em todos tratamentos térmi-

,.

cos realizados. Notou-se inicialmente a formação de uma u-
n:E.ca linha de precipitação próxima do antígeno (linha a). 
Nos tratamentos a 60ºC observou.-;;e o aparecimento de uma 

segunda linha de precipitação p�:aÓxima do antissoro (linha 
g_). Do tratamento térmico a 65ºC em diante observou-se que 

a linha de precipitação que inicialmente ficava próxima do 
antígeno (linha a) deslocou-se um pouco mais na direção do 

,.

antissoro (linha b). A linha c permaneceu constante ate o 
tratamento térmico a 90ºC (Figs. 10 1 11 1 12 e 13). 

4.8. Teste serolÓgico d�--9.1,1:Q,la difusão em.ágar para estu-
dar o com12,ortamento aI1tigênico do V.AP e do TMV após 
um tratamento térmico a 90QC por v�r:los períodos, 

Em face dos resultados obtidos nos testes de du
pla difusão em ágar com as frações C,P e G do VAP

? 
submeti

das a tratamentos térmicos
? 

procurou--se fazer um teste com
parativo com o TMV. Submeteram-se as frações C

?
P

?
G e o TMV 

(purificado pelo mesmo processo descrito para a primeira 
fase da purificação do VAP) a um tratamento térmico a 90ºC 

,. ( durante varias periodos, Os resultados mostraram que as 

frações C
?
P e G

? 
embora submetidas ao tratamento térmico, 

'

ainda reagiram serologicamente
? 

fato que nã.o aconteceu com 
o TMV (Quadro 7).



Figura,.1Q. Teste serolÓgico de 9upla difusão 
em agar. Al)tissoro para particulas peque
nas e part1culas grandes (AS-VAP-C-81) x 
Fração C (particulas pequenas - 55 mu e
partículas grandes - 200 mu) aquecida a
diferentes temperaturas durante 10 minu
tos; a= linha- a; b= linha b; c = linha
c. Distância entre os oriffcios = 8mm (Cen
tro a centro),

-

Figura 11. Teste serolÓgico de dupla difusão 
> ( em agar. 1 = Antissoro para part1culas 

grandes (AS-VAP-G-86); 2 = Antissoro para 
P§rticulas i1equenas (AS-VAP-P-77); 3 = Fr-ª 
çao G (part1culas grandes - 200 mu) aque
cida durante 10 minutos a diferentes tem
peraturas. Da esquerda para a direita; 
contrÔle não- aquecido; 70QC; 75ºC; �OºC; 
85ºC e 90ºC. Distância entre os orif1cios 
= 8 mm (centro a centro). a =  linha a; b 
= linha b; e= linha c. 



Figura 12. Teste serolÓgico de dupla difusão 
> . ( -em agar. Antissoro para particulas �eque-

nas (AS-VAP-P-34) x Fração P (particulas 
pequenas - 55 mu) e Fração G (partículas 
grandes - 200 mu) aquecidas durante 10 
minutos a diferentes temperaturas. P = 
Fração P não aquecidaj 1 = Fração P a
70ºC; 2 = Fração P a �0QC; 3 = Fração P a 
90QC. G = Fração G não aquecida; 4 = Fra
ção G a 70ºC; 5 = Fração G a 80ºC; 6= Frs 
ção G a 90ºC. Distância entre os orifi
cios = 8 mm (centro a centro). a = linha 
-ª; b= linha b; c = linha e. 

Figura 13. Teste serolÓgico de dupla difusão 
> ( em agar. Ant.issoro para particulas gran-

des (AS-VAP--G--86) x Fração P ( part�culas 
pequenas - 55 mu) e Fra.ção G (particulas 
grandes - 200 mu) aquecidas durante 10 ml 
nutos a diferentes tem�eraturas, P = Fr-ª 
ção P não ao�e�ida; 1 = Fração P a 70ºC; 
2 = Fração P a 80ºC; 3 = Fração P a 90ºC• 
G = Fração G não aquecida; 4 = Fração G a 
70ºC; 5 = Fração G a 80QC; 6 = Fração G a 
90QC. Distincia entre os orificios = 8 mm 
(centro a centro). a =  linha a; b = linha 
b ; c = 1 inha e . 
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Observa�Õ�L�Os preQiQitados serolÓgicos ao microscó
pio electrÔnico 

Os precipitados serolÓgicos, resultantes das re2 
çoes entre as frações P contra antissoro para a fração G e 
vice-versa, examinados ao microscópio electrÔnico, possibi 
litaram observações de interêsse. A notável uniformidade 
das frações P e G e os resultados das reações serolÓgicas 
cruz?à�s evidenciaram a identidade serolÓgica entre as par 
tículas pequenas e grandes do VAP (Figs. 14 e 15).

4.10. DiagnÓ§.iico .serolÓgico da presença do VAP em plantas 
de fumo, pimentão e tomate 

Experimentos prévios feitos para diagnosticar s� 
rologicamente a presença do VAP no suco extraido de fÔlhas 
de plantas de fumo, pimentão e tomate, infetadas com o vi
rus, deram resultados negativos. Em vista disto, elabo
rou-se um esquema para investigar quais os motivos que im
pediam as reações serolÓgicas. Os resultados dos testes 
serolÓgicos de m�croprecipitina e de dupla difusão em á

gar, feitos com as alíquotas I,II,III e IV (Esquema 2) das 
plantas de fumo, pimentão e tomate, vieram esclarecer al
guns pontos importantes (Quadro 8). Verificou-se que as 
alíquotas I e II, correspondentes ao suco filtrado e ao li 

; quido sobrenadante apos o tratamento com n--butanol e cen-
trifugação a baixa rotação, respectivamente, deram reações 
não especificas para pimentão e tomate nos testes de micrQ 
precipitina. No caso particular do tomate, as reações não 
especificas �oram observadas também nos testes de dupla di 
f -

; ( usao em agar. As al1quotas IV, correspondentes a parte 
dos sucos concentrados que, após a adição de solução A, r..§. 
produziram o volume dos sucos originais, deram resultados 
serolÓgicos negativos, tanto para pimentã.o como para toma-



Figura 14, Electromicrografia do 
precipitado serolÓgico obtido 
na reação entre a Fração P 
(particulas pequenas - �5 mu) 
x Antissoro para partículas 
grandes (AS - VAP - G - 86).
(40000 x) . 

Figura 15. Electromicrografia do 
precipitado serolÓgico obtido 
na reação entre a Fração G 
(particulas grandes - 200 mu) 
x Antissoro para particulas 
pequenas (AS-VAP - P - 77).
(40000 x). 
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( te. As aliquotas I,II e IV do fumo deram, em alguns casos, 
reações positivas em testes de microprecipitina. As aliqUQ 
tas III 1 correspondentes aos sucos dez vêzes mais concentr� 
dos 1 deram sempre reações serolÓgicas positivas ? tanto em 
testes de microprecipitina como em testes de dupla difusão 
em ágar (Fig. 16).

ººººººººººº 



Figura 16. Teste serolÓgico de dupla 1 difu
sao em ágar. Antissoro para part1culas 
pequenas e partículas grandes (AS-VAP
C-74) x aliquotas I(l), II(2), III(3) e 
IV(4) do suco de plantas de fumo (F), 
pimentão (P) e tomate (T). Distância en 
tre os orificios = 8 mm (centro a cen
tro). a =  linha a. 
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5. DISCUSSÃO

Ensaios preliminares para purificar o VAP foram 
feitos com auxilio de técnicas descritas na literatura. 
Dentre outras podemos citar o tratamento do suco de fo
lhas de fumo infeta.das pelo VAP com n-'-butanol a 8% (Sil
va, 1965), o processo de clarificação do suco pela adsor
ção em fosfato hidratado de cálcio (Fulton, 1959; Silva 
et ql . ." 1961), a clarificação do suco pela aplicação de um 
sistema difisico, éter-tetracloreto de carbono (Wetter, 
1960) • 

O desenvolvimento da técnica de congelamento do 
suco de plantas de fumo infetadas pelo VAP, centrifuga
ções diferenciais e dois ciclos de centrifugações em gra
diente de densidade de sacarose, permitiu a purificação e 
separação das partículas grandes e partículas pequenas do 
VAP. Os resultados foram mais satisfatórios do que aquê
les obtidos nos ensaios preliminares. Experimentos de e� 
tração do suco de fÔlhas de fumo infetadas pelo VAP e a 
conservação no congelador (-20QC) possibilitaram algumas 
observações importantes. Em primeiro lugar, verificou-se 

( que o suco conservado no congelador, por um periodo supe-
rior a 72 horas, e posteriormente submetido a uma centri
fugação a 5000 rpm durante 20 minutos, permitiu a obten-

,., ; 

çao de um liquido sobrenadante bastante claro. Dispensa-
ram-se,dessa forma, os tratamentos com solventes org�.ni
cos e outras substâncias que normalmente são empregados 
para denaturar as proteínas normais da planta hospedeira 
do vírus, dissolver os lipideos, eliminar a clorofila e 
precipitar os detritos das células rompidas. Em segun do 
lugar, observou-se que a conservação do suco 
dor não alterou a infetividade, a morfologia 
priedades antigénicas das partículas do VAP. 

no congela
e nem as pr.Q 

Com base nos 



- 24 -

experimentos realizados, pode-se afirmar que o VAP, conti-
A • 

I' 

do no suco de folhas ou ra1zes de plantas de fumo, mantem 
suas propriedades quando conservado no congelador por um 
per.iodo mÍ.nimo de 4 mêses. Desta forma há possibilidade de 
se armazenar uma grande quantidade de material facilitan
do sensivelmente o trabalho de purificação. 

Na purificação do V.AP, Silva (1965) utilizou apQ 
nas unia centrifugação em gradiente de densidade de sacaro-

1 ( se para separar as particulas pequenas das _particulas grag 
des. Obteve também provas de que, provàvelmente, a infeti 

' , 

vidade do VAP estaria relacionada as particulas grandes 
(200 mu). Os resultados obtidos no presente trabalho rev.§. 
laram, porém, ser necessário a aplicação de dois ciclos de 
centrifugação em gradiente de de�sidade para que a separa
ção das partículas seja completa. Na verdade, as partícu
las grandes quando submetidas a um segundo gradiente apre-

( ( sentaram algumas particulas menores. Estas particulas, PQ 
rém, não possuiam uniformidade para serem consideradas co
mo partículas pequenas (55 mu) e portanto seria mais lÓgi
co interpretar como sendo fragmentos das partículas gran
des. Outro fato que rE:forçou a afirmação de que as partí
culas menores, que foram observadàs na fração G, eram fra_g 

,

mentas das particulas grandes foi o seguinte; os testes 
de aqueci mento, feitos com a fração P, mostraram que as 

, 

particulas pequenas desagregavam-se totalmente quando aqu_g 
cidas a ?OºC durante 10 minutos. Entretanto, os mesmos 
testes feitos com a fração G mostraram que fragmentos de 
partículas podiam ser observados mesmo após o tratamento a 
85ºC durante 10 minutos. Quer tenham êsses fragmentos re
sistido ao tratamento ou se formado após êste, não são êies 
idênticos �s partículas pequenas (Figs. 8A-D e 9.A-F). 

Os resultados obtidos nos testes de infetividade 
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das fraç5es P e G senaradas por dois gradientes de densidA 
de (Quadro 1) evidenciaram que a atividade do V .. 4.P está re-

. ' . , ' t ; . lacionada unicamente as particulas grandes. Al0m disso, 
os testes de infetividade feitos com as fraç5es submetidas 
a tratamentos térmicos mostraram que as partículas grandes 
mantinham a atividade biológica até o tratamento a 70ºC dg 
rante 10 minutos, podendo em alguns casos chegar até 85ºC 
(Quadro 6). É importante notar que o tratamento térmico a 
70ºC durante 10 minutos induziu completa desagregação das 

•t particulas pequenas.

A 

Harrison e Nixon (1959) apresentara.m evidenc i a s
,, ,,, 

de que as particulas pequenas e particulas grandes do TRV 
seriam serologicamcnte idênticas. Oliveira e Wetter (1963)1
em estudos preliminares ? verific?ram que o m0smo ocorria 
com os dois tipos de partículas do VAP. Os trabalhos de 
Bercks (1963 ,1965) ? 

por0m, indicaram que, para averiguar 
sÔbre relações de parentesco entre vírus diferentes, estÍ� 
pes ou entre componentes de um mesmo vírus, seria preciso 
que se preparassem antissoros especificas para cada antig_g 
no a ser estudadoº Além disso, sempre que possf vel, cada 
antígeno deveria ser utilizado na imunização de ma.is de um 

,, 
animal, visto que a capacidade de formar anticorpos e va-
ri�vel. Finalmente dever-se-ia proceder a uma série de 
testes serolÓgicos cruzados e de ehsorção para então de
monstrar ou n;o as relaç5es serolÓgicas de identidade. 

As possíveis diferenças antigênicas ontre as pa� 
( ,, 

ticulas pequenas e as partículas grandes do VAP foram in-
vestigadas com auxílio de antissoros específicos. Verifi
cou-se que os títulos dos antissoros nas reações homólogas 

' 
foram praticamente iguais

? independentemente do processo 
de imunização ( Quadro 2) , indicando que o;:; antigenes pos..,. 
suiam alguns grupamentos antigênicos muito ati vo.s. Quando 
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foram feitas as reações cruzadas (Quadro 3) 
. , , 

genos e antissoros homologos e heterologos, 

( entre os anti-
( os titulas ob-

, ' 

tidos foram tambem praticamente os mesmos. Observou-se a-
inda que, após o lJroce sso de absorção cruzada ( Quadro 4 ) , 
os antissoros não reagiram com os antígenos C ,P e G. Os 
testes cruzados e os testes de absorçrio indicaram que as 
frações C,P e G possuiam grupamentos antigênicos idênticos. 

Nos testes de dupla difusão em ágar obteve-se SE!Q
pre uma Única linha de precipitação, independentemente dos 
antígenos (C,P e G) e antissoros usados. A linha de preci 

- ,,, � ., pitaçao mantinha-se sempre proxima do orificio do antigeno 
(Figs. 5,6,7,10,11,12 e 13), indicando pouca difusibilida
de das partículas. Quando as frações c,P e G foram coloc� 
das lado a lado, obteve�se uma perfeita união das linhas 
de precipitação, indicando identidade serolÓgica (Ouchter
lony,1962). Os resultados dos testes de dupla difusão em 
ágar confirmaram a perfeita identidade serolÓgica entre as 
frações C,P e G. Os precipitados serolÓgicos, obtidos nas 
reações cruzadas entre a fração P e antissoro para a fra
ção G e vice-versa, foram observados ao microscópio elec
trÔnico (Figs. 14 e 15). Considerando-se a uniformidade 
dos antígenos usados nas reações pode-se afirmar que as 

f I' - " 

particulas pequenas e particulas grandes do VAP sao serolQ 
A 

gicamente identicas. 

Os tratamentos térmicos das frações C,P e G per
mitiram uma série de observações importantes (Quadro 6). A 
fração P, submetida aos diversos tratamentos térmicos, não 
foi infetiva o mesmo ocorrendo com o contrÔle não aqueci-

~ . , 

do. As fraçoes C e G permaneceram infetivas ate 70ºC du-

rante 10 minutos sendo que em alguns casos a infetividade 
foi mantida após o tratamento a 85ºC durante 10 minutos. 

Os resultados obtidos conf irmararn os testes de inativa ç ã o
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térmica do V.AP feitos por Costa et al (1960). A atividade 
serolÓgica das frações C,P e G foi preservada mesmo após 
os tratamentos térmicos a 90ºC por vários periodos. Nos 
testes de microprecipi tina a fração P /manteve atividade S.§.

rolÓgica até o tratamento a 60QC enquanto que as frações C 
e G foram ativas até o tratamento a 70ºC• O aspecto dos 
precipitados indicava que as reações eram devidas à prese.u 
ça de partículas intatas ou parcialmente alteradas. AlÍ
quotàs das frações C,P e G observadas ao microscópio elec� 
trÔ�ico mostraram que a fração P, aquecida a 60QC durant� 
10 minutos, continha partículas pequenas em fase de des a
gregação (Fig. 8-B). As frações C e G aquecidas a 70�C 
continham, além de fragmentos e partículas em desagregaçã� 

,,. ,. ( um numero razoavel de part1culas intatas (Fig. 9-C). As li 
nhas de precipitação, obtidas nos testes de dupla difusão 
em ágar ? permitiram uma melhor interpretação das modifica-
~ ,. çoes que se processaram na morfologia das particulas do 

VAP submetidas aos tratamentos térmicos. A linha a (Fig. 
10), próxima do antígeno, foi indicativa da presença de 

,. ,,. 

grande numero de particulas intatas e portanto com poucas 
possibilidades de difusão. O aparecimento da linha b foi 
interpretado como sendo devido à reação de fragmentos me� 
nores das partículas desagregadas. Finalmente a linha e, 
próxima do antissoro, indicou que a desagregação das par� 

( \ ( t1culas, poss1velmente 1 estava ao n1vel de grupos de subu-
nidades. 

! ,. ,. 

Sabe-se que a unida.de infeti va do virus e o aci .... 
,,. ,,. ; 

do nucleico. A perda da atividade biologica e stà direta -
mente relacionada com alterações que possam ocorrer no ác.i, 
do nucléico. A atividade serolÓgica est� relacionada com 
a capa protéica do vírus. Alterações que promovam desnaty 
raçio dos grupamentos antigênicos tornam a proteína serolb 
gicamente inativa. Um virus de planta ? quando é submetido 
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a tratamentos térmicos, pode perder a ativídade biolÓgica 
e, ainda assim, manter a atividade serolÓgica (Bawden, 
1943). Testes comparativos foram feitos para estudar o 
comportamento serolÓgico do VAP em relação ao TMV, após 
ambos terem sido submetidos a um tratamento térmico a 9OºC 
durante vários períodos (Quadro 7). As alterações morfo
lÓgicas que se processaram nas partículas do VAP e do TMV 
foram sensivelmente diferentes. Os testes serolÓgicos de 
duplaaifusão em ágar deram resultados negativos para o 
TMV ." enq_uanto que as frações C ,P e G do V.AP mostraram li
nhas de precipitação rnesmo após 180 minuto's de tratamento 
a 9OºC• $hikata (1966), com auxilio da microscopia elec-

A 

tronica, estudou as alterações que ocorriam na morfologia 
das partículas do TMV após as preparações do vírus terem 
sido submetidas a tratamentos té-rmicos. Verificou que as 
preparações tratadas a 90ºC por 10 minutos apre-sentavam um 
precipitado formado por uma rêde de partículas contidas nu. 
ma massa. amorfa. Não encontrou partículas no liquido so
brenadante. Mostrou, também

1 
que em virtude da difícil 

solubilização do precipitado não foi possível estudar o 
comportamento serolÓgico dos prováveis grupos de subunid� 
dos representados pela massa amorfa. Os estudos feitos 
com as frações C,P e G do VAP mostraram que o tratamento 
térmico atuou sÔbre as partículas de forma a induzir um 
rompimento gradativo em frações menores até atingir, pro-
' ( ;, 

vavelmente, o nivel de subunidades proteicas. Os result,a 
dos dos testes serolÓgicos de dupla difusão em ágar obti
dos com o VAP podem ser interpretados como consequência da 
decomposição gradativa das partículas e, t8.mbém, pela al
ta estabilidade dos grupamentos antigênicos. 

;, Os resulta.dos obtidos nos testE:s serologicos cry-
, zados entre o VAP, estirpes do TRV e o PEBV que tambem 

pertence ao grupo, permitem dizer que o VAP apresenta re-
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lações serolÓgicas muito distantes com as estÍrpes TRV-E, 
- ... 

TRV-H e TRV-HT (Quadro 5). Fazendo-se uma compareçao de� 
ses resultados com aquêles obtidos por Harrison e Woods 
(1966) é perfeitamente possível considerar o VAP como per. 
tencente a um Serotipo diferente dos demais vírus do gru
po do TRV, 

Maat (1965) obteve uma série de resultados neg� 
tivqs quando investigou as possibilidades de diagnosticar 
a presença do TRV no suco de plantas de fumo, com auxilio 

,,

de testes serologicos de microprecipitina e de dupla difg 
N ,' � 

sao em agar. Somente obteve resultados positivos quando 
submeteu o TRV, contido no suco, a uma certa concentração. 
Cremer (1965) em estudos feitos com um isolado do TRV, ob 
tido a partir de Gladiolos sp., encont::·ou também dif icul
dades. Quando fazia testes serolÓgicos de microprecipiti 
na ou de dupla difusão em ágar, com suco de plantas de. 
Gladiolos sp. infetadas com o TRV ? obtinha sempre reações 
não especificas. Os testes serolÓgicos feitos para diag
nosticar a presença do VAP em suco de fÔlhas de fumo, pi
mentão e tomate apresentaram também alguns problemas. As 
reações serolÓgicas não especificas obtidas, com o VAP a 
partir de suco de fÔlhas de pimentão e tomate infetadas, 
podem ter sido devidas� presença de substâncias inibido-

. "' 
. ras existentes no suco das plantas. As exper1enc1as mos-

traram que, quando o VAP, contido no suco, foi submetido 
a uma concentração, possibilitando a eliminação de grande 
parte de substâncias contidas no suco original, as rea
ções não especificas desapareceram. Os resultados obti 
dos (Quadro 8) mostraram que a viabilidade de se conse
guir um diagnóstico serolÓgico rápido da presença do VAP 
no suco de plantas de fumo, pimentão e tomate está na de
pendência direta da concentração do vírus no suco e da e
liminação das substâncias inibidoras das reações. 

ººººººººººº 
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6. RESUMO E CONCLUSt5ES

A 

O congelamento do suco de folhas de plantas de 
fumo infetadas pelo VAP, a aplicação de centrifugaçõesdi 
ferenciais e dois gradientes de densidade de sacarose :r:e.r..

mitiram purificar o virus e separar perfeitamente as par. 
tfculas pequenas (55 mu) das partículas grandes (200 mu). 
Essa técnica apresentou resultados mais satisfatórios do 
que dcitras descritas na literatura • 

Os testes de infetividade, feitos com as partÍ 
' Iculas separadas ? 

mostraram que semente as particulas gran

des (200 mu) são infetivas. 

A separação das partículas permitiu o preparo 
de antissoros especificos. Os testes serolÓgicos cruza
dos, os testes de absorção cruzada e as observações dos 
precipitados serolÓgicos ao microsc6pio electrÔnico, con.§ 
tituem provas convincentes de que as partículas pequenas 
(55 mu) e partículas grandes (200 mu) do VAP são serolo
gicamente idênticas. 

Os tratamentos térmicos induziram sensíveis mQ 
dificações na morfologia das partículas do VAP. Inicial 
mente houve urna fragmentação em partfculas menores. Es
tas

? 
em seguida

? 
romperam-se em pequenos anéis e final

mente se transformaram numa massa amorfa constituida, 
provavelmente, de grupos de subunidades proteicas. Essas 
modificações puderam ser interpretadas, principalmente, 
pelos resultados obtidos nos testes serolÓgicos de dupla 
difusão em �gar e pelas observações ao microscópio elec
trÔnico. 

O VAP apresentou relações serolÓgicas muitodi� 
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tantes quando comparado �om alguns isola.dos do grupo do 

TRVº Com base nos resultados obtidos pode-se considerar 

o VAP como pertencente a um Serotipo dif erente dos de-
' mais v1rus do grupo do TRV. 

O diagnóstico serolÓgico da presença do VAP no 

suco (não tratado) de fÔlhas de fumo ? pimentão e tomate 
f oi negativoº Quando, porém, o vírus contido no suco foi 

. sub�etido a uma certa concentração e purif icação os re
sultados foram sempre positivos. 

ooooOOOoJoo 
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7, SUMMARY 

Juice from tobacco plants infected with VAP, stQ 
red at -Z0ºC up to four months, thawed, centrifuged at al
ternate cycles of low and high speed plus two cycles of sy 
crose density gradient, permitted not only the purifica-
tion, but also an almost perfect separation of the short 
and long particles (55 mu and 200 mu respectively). The 
results· were better than those obtained with other purifi
cation techniques previously described. 

Infectivity tests performed with separated par
ticles indicate that only the long particles (200 mu) are 
infective. 

The separation of the particles allowed the pre
paration of specific antisera. Cross serological tests, 
absorption test.s and observations of the serological pre
cipitates under the electron microscope have shown that 
short and long particles are serologically identical. 

Heat treatment induced changes in the 
morphology. At first there was a fragmentation 
particles, followed immediately by a rupture of 

particle 
in small 
these in 

small rings and finally reaching the size of protein sub
unit groups. These modifications could be interpreted SP..ê. 
cially by serological double diffusion tests in agar and 
by the observations of the heat treated supernatants under 
the electron microscope. 

The results of the cross serological tests be
tween the VAP and several strains of the TRV-group have 
shown that the former presented only distant serological 
relationship with one strain of TRV from Scotland and with 
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two strains of TRV from Holland. It seems reasonable to 

consider the V.AP as belonging to a completely different 

Serotype-group within the TRV-groupº 

Serological diagnosis of the VAP in crude sap 

preparations from tobacco� sweet pepper and tomato has not 
been possible yet. When the vírus from the sap was partially 

concentrated the serological diagnosis became 

without any difficultyº 

ººººººººººº 

possible 
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