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1 - RESUMO 

Os resultados relatades nesta dissertação dizem re� 

peito a identificação, morfologia e algumas propriedades físi 

co-quÍmicas e biol�gicas das tris espicies de vírus do grupo 

transmitidos por Bemisia tabaci Genn (mosca-branca). Os vi

rus estudados foram: o do mosãico dourado do tomateiro (VMDT) 

e uma de suas linhagens (VMDT-N)
1 

o do mosaico da Euphorbia 

(VME) e do mosãico dourado do feijoeiro (VMDF), todos com am

pla distribuição e de razoável importância econômica em algu

mas regiões agrícolas. Várias hospedeiras foram utilizadas , 

sendo Nicotiana glutinosa L. ; Nicotiana tabacum L. ; Datura 

stramonium L. e Physalis floridana Rydberg , infectadas com 
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VMDT e VMDT - N ; N. gZ.utinosa ; D. stramonium e Euphorbia pl"!:i_ 

nifolia Jacq, infectadas com o VME e Phaseolus vuZ.garis L. 

com o VMDF. 

As folhas de plantas doentes foram colocadas em ni-

trogênio líquido e posteriormente em uma solução tampão de 

fosfato de s5dio pH 7,0 , 0,01 M com 2-mercaptoetanol a 1% 

A clarificação inicial desse extrato foi feita em n-Butanol a 

7% e a purificação dos virus foi realizada em sistema PEG

NaCl (6% e 1%) com posterior ultracentrifugação diferencial e 

em gradiente de sacarose. 

A morfologia dos virus estudados é semelhante e a

presentou-se como duas partículas isométricas geminadas, cada 

uma com um diâmetro de 13 - 15 nm. Tratamentos com várias con 

centraçoes de EDTA e em diversos valores de pH provocaram va

riações significativas nas dimensões e estruturas das partícu 

las dos vírus. Testes das preparações com orcinol reagiram 

positivamente. 
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2 - INTRODUÇÃO 

O grupo de agentes fitopatogênicos transmitidos pela 

"mosca-branca" Bemisia tabaci Genn (Homoptera Aleyrodidae) só 

recentemente foi identificado como sendo de natureza viral (MA 

TYIS et aZii, 1975), podendo ser disseminado a partir de mui 

tas espécies de hospedeiras naturais para areas cultivadas e 

pasta�ens existentes nos Estados de Sio Paulo , Minas Gerais, 

Paraná e outras partes do Brasil. Esses agentes são conheci -

dos também como causadores de doenças importantes na Ãsia , Á

frica , Índia e outras partes do mundo. As principais famí

lias infectadas por esses vírus são Eurhorbiaceae , Labiatae, 

MaZvaceae , SoZanaceae , Compositae e outras, apresentando mo 

saico do tipo dourado ou encrespamento. 
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Embora o conhecimento da ocorrencia das moléstias do 

feijoeiro e do tomateiro, transmitidas pela mosca-branca B. ta

baci em são Paulo e outras partes do Brasil date de alguns a

nos, a sua importância econômica não era grande �o passado e, 

consequentemente, não vinham recebendo muita atenção. Em anos 

mais recentes, condições ambientais favorâveis e o grande de

senvolvimento da cultura da soja, que é uma excelente hospede! 

ra desse inseto vetor, proporcionaram o desenvolvimento de gran 

des populações da mosca branca em várias regiões do norte do 

Paraná, sul de são Paulo e em outras partes do país. Os 

veis populacionais do inseto, principalmente em feijoais e to

matais feitos em fins da época de cultura da soja, tem sido e-

levados. Consequentemente as moléstias transmitidas por esse 

inseto tiveram sua incidência muito aumentada, passando a re

presentar perdas econômicas bastante sensíveis. 
~ 

De extremo interesse era a comprovaçao definitiva da 

natureza dos agentes fitopatogênicos transmitidos por B. taba

ci. A sua etiologia vinha sendo aceita como de natureza vi-

ral (COSTA, 1969 , 1975 ; VARMA, 1963) entretanto, descaber -

tas feitas no campo dos agentes fitopatogênicos recentemente 

mostraram que micoplasma (DOI et alii, 1967) , riquetsias e o� 

tros organismos (DAVIS, 1973 ; DIENER, 1974 ; GILLASPIE, 1973 e 

MARAMOROSCH, 1972) poderiam ser causadores de moléstias em pla� 

tas 1 e que algumas até então tidas como sendo causadas por ví

rus tinham como agente etiológico microrganismos desses grupos. 
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Esses fatos trouxeram certa hesitação entre os que estudam as 

moléstias de plantas transmitidas pela "mosca-branca" em acei

tar a sua etiologia viral como definitivamente comprovada. Pa 

ra que isso viesse a ser estabelecido em bases sólidas seria 

necessário purificar o agente etiológico e reproduzir a moles 

com o material obtido. Preparações altamente purificadas são 

necessárias para se fazerem análises químicas do vírus» bem co 

mo obter a produção de antissoro. Os métodos serolÓgicos es-

tão sendo muito utilizados atualmente pelos virologistas para 

a caracterização dos vírus, bem como para a verificação das re 

lações de parentesco existentes entre os mesmos. 

Portanto, o objetivo principal desta dissertação foi 

o de purificar o agente causal do VMDT para caracteriza-lo e 

também realizar estudos de suas propriedades bio-fisico-quÍmi

cas. Contudo, resultados preliminares com relação a dois ví

rus (VMDF e VME) e uma das estirpes do VMDT pertencentes ao 

grupo dos vírus transmitidos pela mosca-branca (B. tabaci) se 

rão discutidos, pelas relações que apresentaram entre si e com 

o VMDT.
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3 - REVISÃO DE BIBLIOGRAFIA 

A morfologia dos agentes infecciosos transmitidos 

por "mosca branca" não se achava ainda totalmente esclarecida 

e também havia relatos carentes de confirmação, em vista da 

pouca atençao que era dada para esse problema. Um dos prime!_ 

ros trabalhos apresentados a respeito foi o de SHARP e WOLF 

(1949) no qual se utilizaram plantas de Nicotiana tabacum L., 

infectadas com o virus do ''leaf-curl", provenientes da Venezue 

la. O suco das plantas foi concentrado e parcialmente purifi

cado através de ultracentrifugações diferenciais com a finali

dade de se realizar estudos ao microscópio eletrônico, bem co-

mo sua analise em ultracentrifuga analitica. Os resultados ob 

tidos por esses pesquisadores revelaram a presença de algumas 
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partículas alongadas de 1.140 nm de comprimento e a maioria de 

las media cerca de 280 nm por 15 nm de largura. Os mesmos au-

tores, em 1951, publicaram outro trabalho relacionado com o 

mesmo virus do 11 leaf curl", explicando que nas pesquisas ante

riores tinha havido contaminação com o vírus do mosáico comum 

do fumo e 9 portanto, aquelas partículas não eram realmente as 

... do virus em questao. Nesta pesquisa o vírus do "leaf-curl II foi 

determinado como partículas de conformação aproximadamente es

feroidal j sendo que o seu diâmetro era em torno de 39 nm, pos -

suindo uma constante de sedimentação igual a 75 S. 

Algumas pesquisas tem sido relatadas para evidenciar 

a presença dos vírus no interior das células hospedeiras infe� 

tadas pelos agentes infecciosos transmitidos por "mosca bran -

ca 11• TSAU (1963), utilizando plantas de Gossypium hirsutum L.,

sadias e inoculadas com o vírus "leaf-crumple", examinando cor 

tes desse material ao microscópio ótico relatou ocorrência de 

inclusões em alguns núcleos de plantas inoculadas mas nunca em 

plantas sadias. As inclusões tinham forma aproximadamente es-

ferica e diâmetros que variâvam de 2 a 10 µ. Os núcleos com 

inclusões se apresentavam de duas a quatro vezes maiores que 

os nor�ais e sempre estavam confinados nas células do parênqui 

ma do floema, dos feixes vasculares ou células dos feixes da 

bainha. Ocorriam somente ocasionalmente nas células da perif� 

ria do floema. Prevaleciam em áreas foliares enrrugadas, em 

contraposição com as áreas clorÕticas. 
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SUN, em 1964, realizando estudos ao microsc�pio ele

tr6nico de secções ultrafinas de folhas de AbutiZon striatum 

var. tompsonii, infectadas com o vírus da clorose infecciosa , 

publicou um trabalho em que descrevia a presença de partículas 

esferoidais com um diâmetro aproximado de 80 nn, encontradas 

no citoplasma das células. O autor considerou como vírus es-

sas partículas e revelou a presença de um núcleo interno com 

um diâmetro de 16 nm. 

COSTA (1969) relatou que Kitajima, observando prepa

rações rápidas de Sida sp. infectadas com a clorose infeccio-

sa e de Euphorbia prunifoZia e Datura stramonium infectadas 

com os vírus do mosâico da euphorbia, vírus do mosãico dourado 

do feijoeiro e virus do 11 leaf-curl 11 do tomateiro
9 

não observou 

nem partículas alongadas e nem grandes partículas esferoidais 

associadas à doença. 

-

KITAJIMA e COSTA (1974), relataram que em secçoes ul 

trafinas de tecido foliar de plantas infectadas com o vírus do 

mosáico do Abutilon , os vasos crivados mostravam, com baixa 

frequência, a presença de partículas isométricas de 20-25 nm 

de diâmetro. Afirmaram que isso ocorreu nos seguintes casos: 

Sida miarantha , Sida rombifolia , quiabo, algodoeiro, rubi in 

fectados com o mosâico do abutilon ; PhaseoZus longipenduncu -

Zatus com sintomas de mosâico dourado. O mesmo foi observado 

em um mosãico em Vigna, em feijoeiro coletado em Cali, Colôm

bia e mandioca com mosâico, procedente de Ibadan, Nigéria. 
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Mais recentemente, MATYIS et aLii (1975) observaram, 

nas preparações purificadas do virus do mosâico dourado do to

mateiro (VMDT), partículas de morfologia bastante singular ou 

seja, constituídas de duas unidades isométricas germinadas com 

12 - 13 nm de diâmetro, considerando essas partículas germina -

das como o agente infeccioso. Mencionam, também, terem obser

vado partículas com o mesmo tipo de morfologia do VMDT em pre

parações semi-purificadas de virus do mosâico da euphorbia 

(VME) e do virus do mosiico dourado do feijoeiro (VMDF). 

Com relação ao VMDF s GALVEZ (1976) encontrou, em 

suas preparações purificadas, partículas com dimensões e morfo 

logia semelhantes às mencionadas por MATYIS et aLii (1975). 

BIRD (1975) tentando purificar o vírus que produz mosâico da 

euphorbia, encontrou partículas isométricas com 30 nm de diâme 

tro, as quais foram também observadas em cortes ultra-finos de 

folhas de plantas infectadas. Este resultado difere dos encon 

trados para o vírus do grupo dos transmitidos por B. tabaci e 

estudados nesta dissertação. 

Quanto a esse tipo singular de morfologia, vale a pe 

na assinalar que outros virus não transmitidos por "mosca-bra� 

ca 11 jâ foram relatados por PLAVIC-BAJAC e MARAMOROSCH (1972); 

SILVESTER (1973) e BOCK (1974/1975). 
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4 - MATERIAIS E MBTODOS 

4.1 - Fontes de Inóculo 

Utilizaram-se diferentes espécies vegetais a fim de 

selecionar a hospedeira mais adequada para a purificação dos 

virus j com respeito a uma preparação mais pura e com um maior 

rendimento final. As plantas doentes e as plantas controle s� 

dias i foram obtidas na Seção de Virologia do Instituto Agronô

mico de Campinas, e as espécies utilizadas foram as seguintes: 

Niaotiana tabaaum (L.) , Niaotiana gZutinosa , Datura stramo -

nium e PhysaZis fZoridana ,apresentando sintomas causados pe

los vírus do mosâico dourado do tomateiro (VMDT) e por uma de 

suas linhagens que provoca clorose ao longo das nervuras (VMDT-
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N) ; N. gZutinosa , D. stramonium e Euphorbia prunifolia , com

sintomas dos vírus do mosaico da euphorbia (VME) e PhaseoZus 

vulgaris , apresentando sintomas de mosaico dourado do feijoei 

ro (VMDF). Para estudos as folhas novas e médias que aprese� 

tavam sintomas intensos foram utilizadas, eliminando-se as de

mais, 

4.2 - Extração Inicial 

Um dos métodos utilizados foi o de selecionar as fo

lhas com sintomas pronunciados e colocá-las em almofariz de po� 

celana� contendo nitrogênio líquido, a fim de que o mesmo rom

pesse todas as células, ã baixa temperatura. Uma vez obtido o 

pó vegetal. este foi colocado em recipiente contendo a solução 

tampao e filtrado em pano de malha fina, para depois ser subme 

tido a uma baixa centrifugação de 2.200 g. 

Uma das variações na obtenção do extrato inicial foi 

o de colocar as folhas com sintomas em copo de liquidificador

contendo solução tampão e submetê-las a agitação por 60 segun-

dos. O extrato foi filtrado em pano de malha fina e submetido, 

também 1 a uma baixa centrifugação de 2.200 g. 
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4.3 - Solução Tampão 

Uma das soluções tampao usadas foi a mesma utilizada 

por BEST (1964), constituindo de uma variação do tampão de fo� 

fato comum. A mesma foi preparada da seguinte maneira,para se 

obter um pH 7,0: misturaram-se 250 ml de Na2so4 • 10 H20 a 

0.28 M ;  67
9
5 ml de Na2HP04 • 12  H20 a 0,1 M; 32,5 ml de

NaH2Po4 • 2 H20 a 0,1 M ,  adicionando-se ou não 10 ml de ácido

etilenodiaminotetracêtico (EDTA) a 0,01 M; em seguida j compl� 

tou-se o volume a 1.000 ml com água destilada, Essa mistura 

foi denominada de solução A . 

~ 

Nas etapas iniciais da extraçao foram adicionados 

O j l3 g de sulfito de sódio a cada 100 ml da solução A .  A es

sa mistura denominou-se de solução 8 . 

Outra solução tampão utilizada foi a de fosfato,con� 

tituÍda apenas de uma mistura de NaH2Po4 e Na2HP04 
Para a

obtenção de pH 7,0 , para cada 100 ml de tampão de fosfato, a

dicionaram-se 31 ml de solução de fosfato de sódio monobâsico, 

e 69 ml de solução de fosfato de sódio dibásico, preparando-se 

essa solução ora a 0,1 M ora a 0,01 M .  O sulfito de s&dio foi 

utilizado da mesma maneira que em solução B 

4.4 - Mitodos de Purificação 

Além da escolha da melhor hospedeira foram experime� 

tados direrentes métodos de purificação com o objetivo de sele 
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cionar o que produzisse concentraçao do agente infecc ioso em 

boas condições e com uma menor quantidade de impurezas. Den -

tre os vár ios métodos selecionados, NORDAN (1973)� destacamos 

os seguintes: 

4.4.1 - Método I 

Consistiu em colocar 50-60 g de folhas doentes em al 

mofariz de porcelana contendo nitrogênio líquido (ou em copo de 

liquidificador). Obteve-se dessa maneira o· pÕ vegetal .que foi adi 

cionado a uma solução tampão B ou tampão de fosfato, na propor 

-

çao de 2 ml de tampao para cada grama de folha. Esse extrato 

foi passado através de um pano de malha fina, com a finalidade 

de reter o material mais grosseiro e extrair a maior quantida

de possível de fase líquida. Em seguida, o material retido foi 

colocado novamente em solução tampao B ou de fosfato comum pa-

ra melhor extração da parte solúvel. O filtrado foi entao cen 

trifugado a 2.200 g por um período de 15 minutos. 

O líquido sobrenadante era então submetido a um tra

tamento em sistema éter-tetracloreto de carbono (peso/volume), 

e a fase aquosa (FA) foi separada em funil separador. 

A mesma foi então submetida a uma baixa contrifugação 

a 2.200 g por 15 minutos e o líquido sobrenadante foi poste

riormente ultracentrifugado a 66.000 g durante 90 minutos. O 



Descartado 

Variação A 

p3 

Descartado 1 

ESQUEMA DO MnTODO I 

Folhas 

l N2 líquido

p(j 

14. 

l + solução B ou tampão de fosfato

Filtrado 

------1 2,200 g - 15 minutos

LS1

l + êter etílico

FA1

l + tetracloreto de carbono

FA2

l 

2.200 g - 15 minutos 

., 

66.000 g - 90 minutos 

+ solução A ou tampão de fosfato

Variação B 

Gradiente de densidade 

P4 --i 2.200 g - 15 minutos

LS4

l 72.000 g -
90 minutos 

LS
5 
---i 66.000 g - 90 minutos "Banda" 

PS 
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Neste ponto da purificação houve duas variações de 

processamento denominadas de A e B respectivanente. A varia 

ção A consistiu em submeter o "Pellet" resuspenso a uma baixa 

centrifugação de 2.200 g por 15 minutos para retirar a porçao 

não solúvel, sendo o sobrenadante submetido a uma ultracentri

fugação a 66.000 g por 90 minutos. O material sedimentado foi 

resuspenso em 2 ml d solução A ou tampao fosfato. A variação 

B consistiu em colocar 0,5 ml do "Pellet" resuspenso em coluna 

de gradiente de densidade de sacarose de 0-40% (BRAKKE j 1960), 

e ultracentrifugado a 72.000 g por 90 minutos. 

4.4.2 - M�todo II 

Consistiu em uma modificação do método usado por 

BEST (1964). Colocaram-se 50-60 g de folhas com sintomas de 

doença em almofariz contendo nitrogênio líquido (ou em copo de 

liquidificador). Obteve-se dessa maneira o pó vegetal o qual 

foi adicionÀdo ã solução B ou tampão fosfato, na proporção de 

1 g de folha para 2 ml de tampao. Esse extrato foi passado a-

través de um pano de malha fina e os resíduos foram lavados co

mo no Método I • o filtrado foi entao centrifugado a 2.200 g 

por um período de 15 minutos. o líquido sobrenadante foi pos-

teriormente centrifugado a 55.000 g por 30 minutos. 
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ESQUEMA DO M�TODO II 

Folhas 

1 N2 líqui d o

PÕ 

l 
+ solução B ou tampao de

f osfat o

Fi l tr a d o 

l 2.200 g - 15 minutos

Variação e

1 
+ solução B ou tampao de

7 .000 g - 8 minuto s  

Gradiente de densidade 

l 80.000 g - 6 0  minutos

"Banda r, 

55.000 g - 30 mm 

Variação D 

LS2

70.000 g - 60 minutos 
l 

P3

+ solução B ou tampao 

l de fosfato

Gradiente de densidade 

80.000 g - 60 minutos 1 

"Bandan 



l 7 •

Neste ponto do processo de purificação houve duas va 

riaçÕes denominadas de C e D respectivamente. A variação C 

consistiu em descartar o líquido sobrenadante da Última centri 

fugação e resuspender o sedimento em solução B ou tampão fosf� 

to, sendo o mesmo posteriormente centrifugado a 7.000 g por 8 

minutos. O sobrenadante foi colocado em coluna de gradiente 

de densidade de sacarose 0-40% (BRAKKE, 1960) e ultracentrifu

gado a 80.000 g por 60 minutos. A variação D consistiu em des 

cartar o sedimento da Última centrifugação e submeter o lÍqu! 

do sobrenadante a uma ultracentrifugação a 70.000 g por um pe 

ríodo de 60 minutos. O sedimentado foi entao resuspenso em so 

lução E ou tampão de fosfato e colocado em tubos com um gradi

ente de densidade de sacarose 0-40% (BRAKKE, 1960) e ultracen

trifugado a 80.000 g por 60 minutos. As camadas formadas na 

coluna de gradiente foram separadas e observadas ao M.E. 

4.4.3 - Método III 

Consistiu de uma metodologia em que se utiliza de um 

solvente orgânico (n-Butanol) para retirar a pigmentação do ex 

trato e posterior tratamento com polietilenoglicol (PEG-6.000) 

e cloreto de sódio (NaCl), sendo este método bastante utiliza

do atualmente, apresentando grande eficiência na purificação 

de diversos virus, em vãrios trabalhos, como os de FREIDMANN, 

1970 ; GODDING, 1967 e HSU, 1973. 



Descartado 
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ESQUEMA DO M�TODO III 

Folhas 

l N2 liquido

PO 

l + solução B ou tampão de fosfato

Filtrado 

------1 10.000 g - 15 minutos 

LS
1 

LS6 

n Butanol 7% - 60 minutos
10.000 g - 15 minutos 

PEG - NaCl - 60 minutos
10.000 g - 15 minutos 

solução A ou tampão de fosfato
6.000 g - 10 minutos 

PEG - NaCl - 60 minutos
10.000 g - 15 minutos 

solução A ou tampão de fosfato
6.000 g - 10 minutos 

Gradiente de densidade 

l 80.000 g - 120 minutos

"Bandan 

1 70.000 g - 90 minutos 

P7 

18 .
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Cerca de 50-60 g de folhas com sintomas foram coloca 

das em almofariz contendo nitrogênio líquido (ou em copo de l! 

quidificador). Obteve-se dessa maneira o pÔ vegetal e foi adi 

cionado a uma solução B ou tampão fosfato na proporção de 2 ml 

de tampão para l g de folhas. 

Esse extrato foi exprimido em pano de malha fina com 

a mesma finalidade dos dois métodos anteriormente descritos e 

os resíduos foram também lavados pela maneira descrita. O fil 

trado foi então submetido a uma centrifugação a 10.000 g por 

15 minutos. Em seguida, adicionou-se n-Butanol a 7% no liqui

do sobrenadante, com agitação constante por um período de 60 

minutos, a +  49C . Decorrido esse tempo, a mistura foi centri 

fugada a 10.000 g por 15 minutos. 

O sobrenadante foi tratado com PEG e NaCl , a 6% a 

1% respectivamente, por 60 minutos, em agitação constante a 

+ 49C . Em seguida, a mistura foi centrifugada a 10.000 g por

15 minutos e o precipitado resuspenso em solução A ou tampao 

fosfato, sofrendo uma baixa centrifugação para separar o mate-

rial insolúvel do sobrenadante. Posteriormente o solvente des 

te foi submetido a novo ciclo de tratamento com PEG-NaCl. O 

precipitado foi resuspenso em 1,5 ml de solução tampão, coloc� 

do em coluna de gradiente de densidade de sacarose 0-40% (BRAK 

KE j 1960) e submetido a ultracentrifugação a 80.000 g por 120 

minutos. As camadas formadas no final da ultracentrifugação 

foram visualizadas pela difusão de um feixe de luz de uma lâm

pada comum colocada na parte superior do tubo de celulose,con-
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tendo solução de sacarose em gradiente. As camadas foram reti 

radas com seringa comum dotada de agulha com ponta recurvada e 

ultracentrifugadas a 70.000 g por 90 minutos. 

4.5 - Inoculações Mecânicas 

Para cada etapa da clarificação e purificação foram 

coletadas pequenas porções dos extratos para testar a presença 

ou ausência de infectividade� procurando-se através de inocula 

çÕes localizar o agente infeccioso. As diferentes frações fo

ram inoculadas mecanicamente em folhas de N. tabacum , N. gl� 

tinosa e D. stramonium com 2 - 3 semanas de idade. Todas as i 

noculaçÕes foram realizadas na Seção de Virologia do Instituto 

Agronômico de Campinas. 

A inoculação mecânica foi feita utilizando algumas 

gotas do extrato sobre folhas da planta teste cobertas com car 

borundo passado por peneira de 600 mesh. Após a inoculação , 

as folhas foram lavadas com agua destilada e as plantas manti-

das em estufa. Posteriormente j em vários período, as plantas 

foram observadas e os resultados da infectividade foram proto

colados. 

4.6 - Gradiente de Densidade 

Foram utilizados dois métodos para preparar as celu-

nas de gradiente de sacarose� No primeiro método o gradiente 
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ê formado imediatamente pela combinação gradativa de soluções 

tampao com sacarose a 40% e tampao de fosfato a níveis de um 

sistema de vasos comunicantes e no segundo o gradiente é forma 

do por camadas de solução de sacarose de concentrações diver -

sas, permanecendo em repouso durante 24 horas. 

Para o método rápido (BRITTEN-ROBERTS, 1960) usaram

se dois cilindros de vidro contendo solução de sacarose em tam 

pão fosfato de sÕdio t 0,01 M , pH 7,0 • As duas colunas foram 

montadas de modo a formar um sistema de vasos comunicantes,co� 

tendo um dos cilindros sacarose 10% e outro sacarose 40% � em 

volumes iguais. A solução de menor concentração fluia para o 

cilindro contendo a solução mais concentrada e através de um 

agitador magnêtido que promovia a mistura das duas soluções e 

obtinha-se no tubo de centrífuga um gradiente de densidade de

crescente do fun�o para o topo do tubo. 

Pelo segundo método (BRAKKE, 1960), foram utilizadas 

soluções de sacarose a 10% s 20% , 30% e 40% em tampão fosfato 

de sÕdio O
j

Ol M ,  pH 7,0 • Em cada coluna adicionaram-se sep� 

rada e vagarosamente volumes de 1,6 ml , 2,8 ml » 2�,8 ml e 

2s8 ml das respectivas concentrações, atê perfazer 10 ml, ini

ciando-se com a maior concentração de sacarose. Apôs a coloc�

ção das camadas das soluções de sacarose, os tubos foram pos -

tos em geladeira a� 49C e mantidos por período mínimo de 24

horas. Foram também preparadas colunas com gradiente de densi

dade diferente, obtidos com soluções de sacarose com S% , 10%,
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20% e 30% . Este gradiente de densidade foi obtido da mesma 

maneira que as colunas com o gradiente de sacarose anterior. 

4.7 - Microscopia Eletr�nica (ME) 

~ 

As diversas preparaçoes purificadas foram observadas 

ao ME Siemens, modelo Elmiskopa IA . O material a ser examina 

do foi colocado em grades de cobre previamente cobertas com 

parlÕd io l j 5% e cobertas com camadas de carvão (SANTANDER, 1969), 

com a finalidade de conferir maior resistência à membrana de 

parlÕdio. A cobertura foi realizada em metalizador Siemens,m� 

delo VBG 500. As preparações do tipo DIP foram contrastadas 

negativamente com ácido fosfotúngstico 1,5% (BRENNER e HORNER, 

1958) neutralizadas com KOH 5 N ,  ou positivamente com acetato 

de uranila 3% 

4.8 - Análise do Espectrofotômetro 

�ara a determinação da curva de absorção j as suspen

sões de virus purificado foram colocadas em cubeta de sílica e 

as soluções de tampao sem virus foram postas em outra cubeta 

como ªbranco". A medição da adsorção foi feita na faixa de 
o 

luz ultravioleta com comprimentos de onda entre 2.000 A e 
o 

3.000 A .  Posteriormente foi também obtida, nas mesmas condi-
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ções, a absorbância de suspensões provenientes de plantas sa

dias que sofreram todos os processamentos de clarificação e p� 

rificação. 

4.9 - Testes para Determinação do Ácido Nucléico 

4.9.1 - Teste para RNA 

A solução reagente utilizada continha 100 mg de 

FeC1
3 

• 6 H
2

0 em 100 ml de HCl e 3,5 ml de solução de orcinol

em etanol a 6% . Em 3,5 ml dessa solução adicionou-se 1,0 ml 

do purificado e os tubos contendo essa mistura foram colocados 

em água fervente por 20 minutos. Após esse tratamento, os me� 

mos foram resfriados e em seguida realizaram-se as leituras de 

absorção em espectrofotometria� a um comprimento de onda de 
o 

6.650 A 

4.9.2 - Teste para DNA 

A solução reagente utilizada continha 1 g de difeni

lamina em 100 ml de ácido acético glacial acrescida de 2 ,75 ml 

de n
2
so4 concentrado. Posteriormente t as etapas foram idinti

cas às realizadas no teste p ara RNA. 



4.10 - Teste da Estabilidade das Partículas dos Virus a 

Vários pHs 
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Após a purificação do vírus, com a obtenção do "Pel

let 11 final ll este foi resuspenso em água bi-destilada e em se

guida coletaram-se pequenos volumes com a finalidade de testar 

a estabilidade das partículas dos vírus, e determinar suas di-

mensÕes nos diversos valores de pH. A solução usada com dife 

rentes valores de pH foi a de tampão fosfato de sódio ll na con-

centraçao de 0,02 M .  

Os valores de pH testados foram: 4,0 ll 5 9 0 ,  6,0 , 

Volume por volume de purificado e solução 

tampão 0 9 02 M foram misturados para se obter no final um tam

pão com O
ll
Ol M • A mistura foi mantida ã temperatura ambien

te por um período de 30 minutos. Decorrido esse tempo ll prep� 

raram-se as grades pelo método rápido (DIP) e ll 
em seguida,f� 

ram observadas as dimensões e fotografadas ao ME. 

4.11 - Testes para Estabilidade das Particulas de Virus a 

Várias Concentrações de EDTA 

Soluç�es de EDTA em tampao fosfato 0,05 M ,  pH 7�0 , 

foram feitas nas concentrações de 0,0002 M; 0,002 M; 0 902 M 

e um controle sem EDTA. Misturas (v: v) da suspensão de vi-

rus e solução de EDTA foram preparadas, ficando a concentração 
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final com 0,0001 M ;  0,001 M e  0,01 M ,  e a molaridade do tam 

pão fosfato a 0,025 M .  Posteriormente foram determinadas as 

dimensões das partículas tratadas nas diversas concentrações 

de EDTA. 
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S - RESULTADOS 

5.1 - Caracterização do VMDT 

Inicialmente nossa pesquisa teve a principal preocu-
~ 

paçao de purificar o VMDT por ser
7 

do grupo dos transmitidos P! 

la B. tabacci, um dos mais estáveis e por ser transmissível m� 

canicamente para diversas espécies vegetais, consideradas como 

boas indicadoras de viroses, facilitando assim os testes de i� 

fectividade das diferentes amostras retiradas durante o proce� 

so de purificação. 

O extrato de folhas doentes obtido com nitrogênio l! 

quido apresentava-se com menor quantidade de pigmentos verdes 

em comparação com o obtido no liquidificador. Isso foi obser-
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vado e comprovado nos extratos de todas as espécies vegetais 

trabalhadas. 

Dentre as várias soluções tampão utilizadas para o 

VMDT , os melhores resultados foram obtidos com a solução B e 

tampao de fosfato de sódio 0,01 M ,  pH 7,0 , acrescido de sul 

fito de sódio (130 mg / 100 ml tampão) ou 2-mercaptoetanol 1%. 

As variações da molaridade nas concentrações de 0,1 M a  0,01 M 

nao mostraram ser críticas com respeito â obtenção do VMDT pu

rificado mas, pelo exame ao ME � a estrutura das partículas ob 

tidas em tampão a 0,01 M parecia melhor preservada. 

As preparações finais de VMDT , que apresentaram boa 

infectividade nos testes biológicos, apresentavam ao ME parti-

culas isométricas geminadas de 13-15 nm de diâmetro cada (Fi-

gura III). Tais partículas não foram encontradas em material 

obtido a partir de folhas de plantas sadias. Os melhores re-

sultados de infectividade com os diferentes métodos de purifi

cação para o VMDT foram os obtidos a partir de N. gLutinosa , 

apresentando também grande concentraçao de partículas muito p� 

quenas. Com N. tabacum e D. stramonium , apesar de apresenta-

rem ao final quantidades razoáveis das partículas geminadas do 

virus 1 revelaram ao ME uma quantidade maior de impurezas. 

P. floridana foi a espécie vegetal que apresentou resultados

menos satisfatórios, tanto nos testes de infectividade como nas 

observaç�es ao ME , onde raramente se observaram �as partí�las 

geminadas. Esses resultados podem ser vistos na Figura IV. 
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Os resultados dos vários métodos de purificação tes

tados mostraram que a infectividade das preparações purifica -

das obtidas pelo método I foram positivos tanto em sua varia -
~ 

çao A como na B • A camada visualizada na coluna de sacarose 

a uma distância de 20-30 mm do menisco apresentou excelente in 

fectividade. Observações ao ME desse material infectivo indi 

caram que a ultracentrifugação pelo método I proporcionava um 

meio de obter alta concentração de partículas geminadas e com 

menos impurezas que as preparações obtidas sem a utilização da 

coluna de sacarose. Esses resultados podem ser observados na 

Figura V .  

Com a utilização do método II de purificação o mate

rial denominado P1 não foi infectivo e os resultados obtidos

pela ultracentrifugação em gradiente de densidade de sacarose 

revelaram que as quatro �amadas observadas nos tubos da ultra

centrífuga eram também destituídas de poder infectivo. As ob

servações ao ME também revelaram ausência das partículas gemi 

nadas de virus. Os testes de infectividade da fração LS1 

foram consistentes, obtendo-se infectividade apenas com algu-

nao

mas das preparações. As observações ao ME dessas preparações 

revelaram a presença de partículas duplas geminadas do virus, 

mas, contendo impurezas que não foram eliminadas pela ultracen 

trifugação em gradiente de densidade de sacarose. 

O tratamento com n-Butanol e, posteriormente s

NaCl
s 

designado método III de purificação, proporcionou 

PEG-

bons 

resultados com relação â concentração de partículas geminadas 
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de virus quando o tampao utilizado foi solução A com 1% de 2-

mercaptoetanol e pH 7,0 • A ultracentrifugação em coluna de 

gradiente de densidade de sacarose do material obtido por es

te método separou mais eficientemente as part!culas geminadas 

do virus das impurezas existentes na suspensão. Posteriormen 

te, ultracentrifugação do material retirado da camada a 20-

30 mm do menisco, permitiu obter preparações sensivelmente me 

lhores, tanto com respeito ã concentraçao de virus como quan

to ao grau de pureza (Figura VI). 

Com a obtenção de preparações apresentando grande 

concentração de partículas de virus, tornou-se mais fácil pe� 

quisar a relação entre variação dos valores de pH do meio e a 

morfologia das partLculas. Os resultados apresentados na Fi-

gura VII revelam que o VMDT é relativamente mais estável na 

faixa de valores de pH entre 4,0 e 7,0 , desintegrando-se gr� 

dativamente nos valores de p H  8,0 e 9,0. 

Os resultados observados na Figura VIII mostram o e 

feito das concentraçoes de EDTA na faixa de O,OOQ1M a 0,01 M. 

Como se pode notar, as partículas do VMDT são submetidas a 

uma crescente desintegração, à medida que aumenta a concentra 

çao de EDTA. 

Os resultados sobre o efeito do pH e da concentra -

ção de EDTA sobre as partículas do VMDT , alem de trazer in -

formações sobre características físico-químicas do VMDT, fo

ram considerados nas pesquisas de purificação de dois outros 

vírus componentes do grupo (VMDF e VME) e uma estirpe isolada 
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por A. S. Costa (VMDT - N) a partir do VMDT. Quanto aos e-

feitos do pH a concentrações de EDTA nas dimensões das par

tículas, os resultados encontram-se nas Tabelas I e II. 

TABELA I - E f ei tos d as v ar i a ç Õ e s d o p H ( 4 , O ; 5 , O ; 6 , O e 
7,0) sobre o tamanho total das partículas ge
minadas de VMDT. Comprimento das partículas 
em nm obtido diretamente das chapas fotogrâfi 
cas com aumento de 270.000 X 

-

27,78 

24,08 

27 s 78 

29,63 

25,93 

25,93 

25,93 

27,78 

27,78 

25,93 

25,93 

24,08 

25,93 

25,93 

24 $ 08 

27,78 

24 i
08 

25,93 

25,93 

24 j 08 

pH 5,0 

25,93 

24,08 

24,08 

25,93 

22,22 

27,78 

22,22 

25,93 

25,93 

27, 78 

24,08 

24,08 

25,93 

22,22 

25,93 

22,22 

22,22 

24,08 

25,93 

25,93 

m
1 

= 24,73 

pH 6,0 

25,93 

25,93 

24,08 

22,22 

31,48 

22,22 

25, 9 3 

22,22 

25,93 

25,93 

27,78 

25,93 

24,08 

24,08 

25,93 

27,78 

27,78 

22,22 

24,08 

24,08 

m
2 

= 25,28 

29, 63 

27,78 

24,08 

24,08 

22
1'
22 

24,08 

25, 9 3 

31 11 48 

27,78 

33,33 

29, 63 

29 11 63 

25,93 

29,63 

29,63 

25,93 

25,93 

25,93 

25,93 

25,93 

m3 = 27,22



Análise de Variância 

Causa da Variação 

Tratamento 

Resíduo 

Total 

m
o 

m
o 

m
o 

ml

rol

m2

-

-

-

-

-

-

G. L.

m
l

m2

m3 

m2

m3 

m3 

b,. 

b,. 

3 

76 

79 

... 

= 

= 

= 

= 

= 

= 

= 

1�39 

0;84 

1,10 

0,55 

2,49 

1 1 94

l 183

2,24

s. Q.

70, 9 7 

367,11 

** 

* 

(5%) 

(1%) 

31. 

Q. M. F 

4, 90 ** 



TABELA II - Efeito das variações de concentração de EDTA 

(sem EDTA; 0,0001 M ;  9,001 M) sobre o tama 

nho total das partículas geminadas de VMDT. 

Comprimento das partículas em nm obtidas di-

retamente das chapas fotográficas com aumen-

to de 270.000 X 

Sem EDTA 0,0001 M 0,001 M 

24,08 27,78 25,93 

24,08 29,63 25,93 

24,08 25,93 25,93 

22,22 29,63 29,63 

22,22 2 7, 7 8 27,78 

25, 9 3 27,78 27,78 

25,93 25,93 25,93 

27,78 27,78 25,93 

22,22 27,78 25,93 

22,22 27,78 27,78 

27,78 27,78 25,93 

25,93 27,78 29,63 

25, 9 3 29,63 27,78 

27,78 27,78 29,63 

25,93 29,63 29,63 

27,78 27,78 27,78 

25,93 29,63 24,08 

25,93 27,78 27,78 

27,78 24,08 27,78 

22,22 27,78 27,78 

m
o 

= 25,19 m
l 

= 27,87 m2
... 27,32 

32.



Análise de Variância 

Causa da Variação 

Tratamento 

Resíduo 

Total 

m
o 

m
o 

m
l 

- m

- m 
2

- m 
2

A

ll

G. L.

2 

57 

59 

"" 2,68 

== 2,13 

• 0,55

... 1�31 

"" 1,65 

** 

** 

s. Q.

80,36 

169,73 

(5%) 

(1%) 

Q. M.

40,18 

2,98 

33. 

F 

13,48 **
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5.2 - Caracterização do VME e VMDF 

Os primeiros ensaios de purificação do vírus do mosii 

do da Euphorbia (VME) a partir de N. gZutinosa , N. tabacum e 

D. stramonium foram negativos quanto ã infectividade e quanto

às observações das partículas ao ME • Com a utilização da hos 

pedeira E. prunifoZia com sintomas de VME os resultados foram 

satisfatórios tanto quanto â infectividade do material como nas 

observações ao ME • Neste caso a purificação realizada pelo 

método I produziu preparações purificadas contendo partículas 

isométricas geminadas com 13-15 nm cada e semelhantes morfolo

gicamente ao VMDT e VMDT - N (Figura IX). 

Para a purificação do virus do mosãico dourado do fei 

joeiro (VMDF) a hospedeira utilizada foi o feijoeiro (Phaseo -

Zus vu Zgaris) . Pelos processamentos dos métodos I e II de p� 

rificação não foi possível obter resultados positivos com o 

VMDF , a julgar pelos testes de infectividade mecânica e pelas 

observações ao ME • Com a utilização do método III não se po-
-

de demonstrar a infectividade das preparaçoes purificadas mas, 

as observações ao ME revelaram a presença de partículas isomé 

tricas geminadas de 13-15 nm e semelhantes morfologicamente 

aos outros três virus do grupo (Figura IX). 



5.3 - Curva de Absorção e Ãcido Nucléico dos Virus VMDT , 

VME e VMDF 
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-

Todas as preparaçoes purificadas de VMDT e VMDT - N , 

bem como as parcialmente purificadas de VME e VMDF , perten -

centes ao mesmo grupo, foram analisadas ao espectrofotômetro 

na faixa de luz ultravioleta entre 2.000 R a 3.000 i para ª 

determinação na curva de absorbância. Todas as preparações 

de virus purificadas apresentavam uma curva característica de 

nucleoproteinas com um máximo de 2.580 X e um mínimo de 2.460 
o 
A (Figura I). 

Testes preliminares com orcinol e difenilamina mos

traram evidências na presença de RNA nas preparações. 
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FIGURA m - Partículas isodiamétricas geminadas do vírus do moScu ...... .i.ourado do tomateiro (VMDT). 
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FIGURA IV - Purificação do VMDT a partir dos seguintes hospedeiros: A - N. glutinosa; B - N. tabacum; 

C - D. stramonium; D - P. floridana.
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FIGURA V - Purificação com éter-tetracloreto de carbono (tampão soluç!o B, pH 7,0, 0,01 M) do VMDT: 

A-P3; B-P 4; C-Gradiente.
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FIGURA VI - Purificação com butanol-PEG-NaCl (tampão solução B, pH 7,0, O,0lM) do VMDT: A-LS6; 

E-Gradiente; C-P7• 
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FIGURA VII - Efeito dos vários valores de pH na morfologia das partículas do VMDT: A - pH 4,0; 

B - pH 5,0; C - pH 6,0; D - pH 7,0; E - pH 8,0; F pH 9,0. 
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FIGURA VIII - Efeito de concentração de EDTA na morfologia das partíoulas do VMDT: A- sem EDTA; 
B - 0,0001 M; C - 0,001 M; D - 0,01 M. 
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FIGURA IX - Morfologia dos diversos vírus do grupo transmitidos por "mosca-branca": A - VMDT; 
B-°vMDT-N;C-VME;D -VMDF. 
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FIGURA X - A purificação do VMDT em sistema éter-tetracloreto de carbono. B - purificação do VMDT 

com butanol-PEG-NaCI. 
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FIGURA XI - Purificação com butanol-PEG-NaCI (tampão solução B, pH 7,5, 0,01 M) do VMDT, 

A:-LS6 ; B-Gradiente; C-P7. 
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6 - DISCUSSÃO 

O material vegetal utilizado para a purificação foi 

em geral o de plantas vigorosas e folhas novas com intensos 

sintomas. Contudo, em algumas circunstâncias, o aproveitame� 

to de material menos adequado ao processamento em questão veio 

mostrar que a obtenção de boas preparações purificadas era 

mais crítico para o VME e VMDF do que para o VMDT. 

N. glutinosa revelou-se excelente fonte de vírus 

para a purificação tanto de VMDT como para o VMDT-N devido a 

eliminação mais fâcil dos pigmentos e outros materiais, pelo 

tratamento com solventes orgânicos. As impurezas do extrato 

de N. tabacum e D. stramonium submetidas a idêntico tratamen-

to eram bem mais difíceis de serem eliminadas (Figura IV). 
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Para o VME o hospedeiro que melhor resultado apresentou foi 

E. prunifoZia , provavelmente devido a maior concentraçao do

vírus nesta planta. Para a purificação do VMDF só se utili -

zou o P. vulgaris , que, a julgar pela sintomatologia, parece 

ser uma fonte com alta concentração de vírus. 

Utilizando-se vários métodos de purificação podemos 

considerar o VMDT e o VMDT - N como os vírus mais estáveis den 

tre os purificados, do mesmo grupo. Graças a essa maior es

tabilidade foi possível testar o efeito dos tratamentos nas 

várias fases da purificação do VMDT , permitindo assim esco -

lher o método de purificação mais adequado. O mesmo não se 

pode dizer com relação ao VME, apesar de ser transmissível me 

canicamente. As preparações purificadas de VME quando obser

vadas ao ME revelaram bem menor concentração de partículas g� 

minadas do que VMDT. Quanto ao VMDF, sua observação ao ME 

revelou baixíssima concentração de vírus e, ate o momento,nao 

foi possível transmitir mecanicamente nenhuma das frações a

mostradas durante as várias etapas da purificação. 

Quanto aos processos de purificações utilizados, cons 

tatamos que os métodos I e III permitiram purificar o VMDT e 

VMDT - N. Comparando-se as variantes dos métodos I obser -

vou-se que a purificação com duas ultracentrifugaçÕes apenas 

não era tão eficiente como aquela em que os extratos apôs uma 

ultracentrifugação diferencial eram submetidos a uma alta cen 

trifugação em gradiente de densidade. Por este meio obtive -



ram-se frações de virus livres dos contaminantes de densida -

des diferentes. Notou-se também que pelo método I s os vírus 

eram mais denaturados sacrificando de certa forma o rendimen

to da preparação. Pela utilização do método II a quantidade 

de impurezas existente na preparação final tornou-se bastante 

elevada, pois a não utilização de solventes orgânicos propi -

ciou a ocorrência de grande quantidade de partículas de densi 

dade semelhante ao do virus� dificultando a separação do mes-

mo pelo gradiente de densidade. O método III se revelou bas 

tante eficiente quanto i separação das partículas de , virus 

dos demais componentes do extrato da planta, conseguindo - se 

dessa maneira grande concentração das partículas geminadas , 

especialmente quando a solução tampao era a solução A mais 

2-mercaptoetanol a 1% (Figura X). Utilizando-se essa mesma 

metodologia, GALVEZ (1975) conseguiu, na Colômbia, visualizar 

partículas do VMDF. Na sua metodologia a fonte de virus uti 

lizada foi P. vutgaris , utilizando-se no processo uma solu -
- ~ 

çao tampao de fosfato a 0,1 M e  pH 7,5 com 2-mercaptoetanol a 

1% . Para o VMDT esse pH não foi adequado (Figura XI) , como 

se pode observar pelas alterações morfológicas que o mesmo pr� 

voca. A julgar pela morfologia e outras propriedades, os me

lhores resultados foram obtidos com solução A mantida a pH 

7 j 0 e a 0,01 M contendo 2-mercaptoetanol a 1% (Figura X). 

Os resultados das várias purificações iniciadas com 

éter-tetracloreto quando comparados com os das tratadas com 
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PEG-NaCl mostraram que este tratamento ê mais eficiente. 

Com este processo obtiveram-se preparações de VMDT e VMDT - N 

bem mais concentradas, notando-se também aumento sensível na 

concentração de VME. 

A morfologia dos virus em questão sem dúvida ê bas

tante singular, tendo sido relatadas até o momento poucas es

pécies de vírus com a mesma conformação. Estruturas simila -

res a essas foram encontradas por BOCK (1974) para ncassava 

latent virus", ;'maize streak virus11
, "beet curly top vírus" e 

"bean summer death virus 11

1 

. 
-

. ., . virus estes nao transm1ss1ve1s p� 

la "mosca branca n . Galvez , na Colômbia, apôs purificação do 

VMDT por MATYIS et atii (1975), visualisou partículas gemina

das de VMDF contudo, o vírus purificado apresenta algumas ca

racterísticas diferentes do VMDF encontrado no Brasil, princi 

paimente no que se refere ao comportamento de diversos valo-

res de pH e a transmissão mecânica dos mesmos. SILVESTER 

(1973) encontrou em secções ultrafinas de folhas de milho in

fectadas com "maize streak vírus" pequenas partículas duplas 

com diâmetro ao redor de 18 - 20 nm , localizadas apenas no nú 

cleo. PLAVIC-BAJAC e MARAMOROSCH (1972) tambim encontraram 

no nucleo o mesmo tipo de morfologia em plantas de milho com 

umaize streak virusn coletadas na Ãfrica. 

SHARP e WOLF (1951)� trabalhando com o virus "Leaf 

curl 11 do fumo, transmissível por "mosca branca", relataram a 

ocorrência de partículas esféricas de 39 nm associada à doen-
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ça e sugeriram que devido aos tratamentos podiam perder sua 

conformação esférica� apresentando um estrangulamento. Pela 

observação da fotografia de SHARP e WOLF (1951) o estrangula

mento considerado como anormal é atualmente interpretado como 

o ponto de união das partículas geminadas, tal como se obser

va nas partículas das preparações do VMDT purificadas em nos

so laboratório. 

Quanto ã utilização da coluna de gradiente de densi 

dade de sacarose, a sua eficiência foi dependente dos trata -

mentos da pré-purificação. Os resultados com o gradiente de 

densidade pelo método II foram apenas razoáveis devido a nao 

eliminação de grande quantidade de impurezas que se comporta

vam semelhantemente aos virus
j 

na ultracentrifugação em gra

diente� prejudicando a eficiência da purificação. Os trata -

mentas pelo método I e III foram mais eficientes principalme� 

te com respeito ã produção de partículas de virus e ao grau 

de pureza. 

Com respeito ao efeito do pH sobre as dimensões das 

partículas do VMDT foi observado que a pH 5,0 as partículas a 

presentam menor tamanho e aparecem bem estruturadas ao ME. 

Nos valores de pH 4 90 e acima de 5,0 notou-se uma 

tendência gradativa de desorganização das partículas, atingi� 

do ao total em pH maior que 8,0. 

Comparações atravês do teste Tukey , as dimensões 

nos vãrios níveis de pH mostraram que as partículas de VMDT 
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a pH 6,0 apresenta diferença significativa em relação ãs do 

pH 7,0 j a nível de 5% de probabilidade e as dimensões das 

partículas em pH 5,0 e 7,0 a diferença foi a nível de 1% de 

probabilidade. 

Esse aspecto sugere estudos futuros com respeito às 

forças que mantêm a organização das subunidades das partícu

las que em outros virus ora ê devido principalmente ã ligação 

do ácido nucléico e proteína, ora é devido às forças de liga

ções entre subunidades protéicas. 

Como se pode observar na Figura II , a dimensão das 

partículas é uma função do pR e atinge um mínimo ao redor do 

pH 5�0 • podendo estar relacionado com o grupamento carboxíli 

co� conforme foi encontrado para outros virus. 

Com relação ao efeito da concentração de EDTA nas 

dimensões das partículas de virus, a determinação do teste T� 

key indica diferenças significativas ao nível de 1% de proba

bilidade entre o tratamento sem EDTA e com EDTA ,0,0001 M e 

0,001 M , sendo que na concentração de 0,01 M houve quase que 

uma desintegração total das partículas geminadas. Esses re

sultados estão coincidentes com os obtidos por BOCH (1974) 

com "Maize streak virus l! , apesar de não ser do mesmo grupo 

dos transmitidos por umosca branca 11
, e diferem dos obtidos 

por GALVES (1975) com virus do mosãico dourado do feijoeiro, 

este pertencente ao grupo do VMDT. 
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Os resultados dos testes com orcinol foram positivos. 

Contudo� levando-se em conta que o processo de purificação de� 

ses virus foi realizado com um mínimo de operações torna-se di 

fícil afirmar com segurança se o VMDT, sua estirpe e dos de-

mais são vírus do tipo RNA. Trabalhos posteriores deverão 

ser realizados afim de esclarecer a natureza do ácido nucléi

co viral� pois virus semelhantes aos estudados nesta Disserta

ção como o "maize streak virus 11 (MSV) e "cassava latent virus" 

(CLV) foram relatados por BOCK et aZii (1977) como possuindo

RNA. Contudo, GOODMAN (1977) comenta que Harrison demonstrou

que MSV e CLV possuem DNA como icido nucléico e segundo o mes

mo autor o VMDF de Porto Rico apresenta também DNA. ALONSO

(1977) determinou a presença de DNA em preparação purificadas

do VMDF da Col3mbia.
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7 - CONCLUSÕES 

Dos resultados obtidos neste trabalho podemos tirar 

as seguintes conclusões: 

7.1 - Dos métodos de purificação utilizados o que melhor se 

apresentou foi o do n-Butanol-PEG-NaCl, denominado Mé

todo IIte a sua eficiência foi maior com o VMDT, VMDT

N j e menor com o VME e VMDF. 

7.2 - Dentre as fontes de inõculo utiliza4as as que se mos -

traram melhores para o processo de purificação do VMDT 

e VMDT - N foi N. glutinosa , e para o VME , E. pronifo 

lia • A única fonte de inõculo de VMDF foi P. vulg� 

:eis. 
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7.3 - A morfologia dos virus do grupo estudado é semelhante 

e apresentou-se como duas partículas isométricas gemi 

nadas com um comprimento total entre 25-30 nm em tam 

pão fosfato a pH 7
j
0 e 0,01 M .  

7.4 - A dimensão e a estruturação das partículas do VMDT re 

velaram-se altamente dependentes do pH do meio. 

7.5 - A presença de EDTA no tampao de fosfato ao invés de 

separar as partículas geminadas do VMDT 
, provocou de 

na tu ração das mesmas nas concentrações de 0,0001 M

e OsOOl M . 
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8 - SUMMARY 

The results presented in this work are concerned with 

identification, morphology and some Bio-physico-chemical pro

perties of three species of one group of viruses transmitted 

by Bemisia tabaci (Whitefly). 

The studied viruses were: Tomato golden mosaic vi -

rus (VMDT) and one strain (VMDT-N), Euphorbia mosaic virus 

(VME) and the bean golden mosaic vírus (VMDF), each one with 

large distribution and economic importance in some cultivated 

areas. 

In this w ork were used several virus hosts: Nico -

tiana gZutinosa L. , Nicotiana tabacum L. , Datura stramonium 

L. and PhysaZis fZoridana Rydberg infected with VMDT and 
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VMDT-N . Nicotiana glutinosa L. 3 Datura stramonium L. and 

Euphorbia prunifolia Jacq infected with VME. Phaseolus vul-

garis L. infected with VMDF. 

The leaves of heathy and diseased plants were trea -

ted with liquid nitrogen and t he powder obtained was suspended 

in sodium phosphate buffer at pH 7.0 , 0,01 M and 2 mercapto -

ethanol at 1% . The clarification of the plant extract was 

made with n-butanol at 7% and the vírus purification was achi 

eved by previous treatment with PEG-NaCl (6 and 1%) followed 

by differential and by sucrose gradient ultracentrifugations. 

The morphology of the studied viruses is the same 

for the three species, exhibiting siamese twin , isometric pa� 

ticles 9 the individual components being 13 - 15 nm in diammeter. 

Several EDTA concentrations and pH were not able to 

cause separation of the siamese twin particles but provoked 

alterations in the particles diammeter . 

The purified preparations reacted positively with 

orcinol. 
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