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1. INTRODUCAD

A possibilidade de encontrar substancias capazes de ini
bir a infeccdo ou replicacio viral quando aplicadas as plantas, 2 manei
ra de outros defensivos {fungicidas, bactericidas, etc.), sempre se mos
trou bastante atraente para os fitovirologistas. Substancias dessa natu
reza poderiam ter grande valor protetivo ou mesmo até curativo e elimi
nariam perdas causadas por fitoviroses mesmo sob condigoes  de grande-

pressao de indculo.

O objetivo deste trabalho foi o de procurar  inibidores
viraiw entre sucos de diversas espécies de plantas e entre algumas subs
tancias quimicas e investigar alguns aspectos a eles relacionados, con
siderando também a possibilidade de poderem ser empregados no controle
de viroses que tem sua epidemiologia associada a transmissac mecanica e

atraves do vetor em plantacoes comerciais.

Dentre as substancias testadas e que apresentaram acao
inibidora foi selecionado um detergente comercial empregado na limpeza
doméstica (0DD), cujo principio ativo bertence ao grupc dos alqu11benze
nosulfonatos; entre ag plantas experimentadas foi determinado haver for
te acdo inibidora no suco de uma planta da familia Ihrneraceae a Tur
nera ulmifolia L. variedade cunet formis Urb, CUJO inibidor ainda nio ha
via sido descrito na literatura. Essa planta chamada pelos tecnicos em

floricultura do Instituto Agronomico de Campinas de Flor do Guaruja, e



subarbustiva e perene, normalmente vegeta na regiao centro-sul do Bra
sil e floresce durante todo o ano,caracteristica que a faz ser muito -

indicada para ornamentacao de jardins.

Neste trabalho sao apresentados os dados obtidos em di
versos experimentos onde se procurou caracterizar o inibidor existente
no suco foliar da referida planta e investigar alguns parametros des
te e do ODD como por exemplo: mecanismo de agao, efeito na dissemina -
cao de virus que tém a sua epidemiologia associada principalmente a
transmissao mecanica, como o virus do mosaico comum do fumo e do toma-
te causados por isolados do mesmo virus o "tobacco mosaic virus" (TMV)
e na associada a transmissao de virus através do vetor, como o virus -~

do mosaico do mamoeiro ("papaya ringspot virus").



2. REVISAO DE LITERATURA

Os primeiros trabalhos descrevendo a exist@ncia de inibidg
res de virus datam das primeiras décadas do seculo XX. Esses primeiros
inibidores foram detectados em sucos de plantas de Phytolacea decandral.,
dificultando a transmissao mecdnica do virus do mosaico desta para plan-
tas de fumo (ALLARD, 1918). Desde ent3oc muitos outros trabalhos tém sido
publicados. Além das inumeras especies de plantas contendo inibidores,
existem outras substincias com tais propriedades, das mais diferentes ori
gens € naturezas: produtos de crescimento de fungos (JOHNSON e  HOGGAN,
1937; GUPTA e PRICE, 1950; SLAGLE et al., 1952, etc.), sucos de insetos
(BLACK, 1939; FRITZCHE, 1970) e substancias biologicas de outras origens
como antibioticos (SCHLEGEL e RAWLINS, 1954; HIRAL e SHIMOMURA, 1960, etc.),
leite (HARE e LUCAS, 1959; HEIN, 1964; JAEGER, 1966, etc.) e algas mari-
nhas (GRASSO e ROSA, 1979), etc., diferentes substancias quimicas como a-
nalogos das purinas e pirimidinas (COMMONER e MERCER, 1951), drogas medi-

cinais (ABIDI et al., 1977), e muitas outras.

Considerando o modo de agdo dos inibidores BAWDEN (1954)
dividiu estes em duas categorias: inibidores de infecgao e inibidores de
replicagao. Sao considerados inibidores de infeccao as substancias  que
impedem ou dificultam a interacdo inicial virus-planta, e geralmente sao
eficientes somente quando aplicados antes ou bouco tempo depois da inocu-

lagao. Os inibidores de replicagao sao capazes de atuar apos a particula



viral ter convertido um sitio infectivo em um centro de infecgdao e, sao
eficientes quando aplicados antes, inibindo o processo de infeccao,e quan
do aplicados apos a 1HOCula§ao, estando ja a planta mostrando os sintomas

da doenga (LOEBENSTEIN, 1972),

2.1. Inibidores de plantas superiores

Dentre as numerosas espécies de plantas que possuem inibi-
dores de fitovirus, algums gTUPOS taxonomicos se sobressaem. Tal & o ca-
s0 das Chenopodiaceae, Amaranthaceae e Basellaceae (GRASSO e SHEPHERD,
1977) . 0Os inibidores de plantas geralmente sao inibidores de infeccao
nao tendo sido descrito até 0 momento nenhum inibidor capaz de interferir
na replicagao viral. Outra caracteristica desses inibidores, & a de nao
serem ativos na inibicao de infeccao viral em especies das quais se origi
nam ou mesmo em especies estreitamente relacionadas, o que alguns autores
interpretam como sendo devido ao fato de sua agao ser exercida sobre ohos
pedeiro e nao sobre o virus (GLENDRON e KASSANIS, 1954,

KUNTZ e WALKER (1947) observaram que havia um  componente
em extrato de folhas de espinafre capaz de inibir a infecgcao do virus A
do repolho em Wicotiang glutinosa, mas nao de TMV na mesma hospedeira, is
80 08 levou a concluir que o inibidor exercia seu efeito sobre o virus e

nao sobre a hospedeira.

RAGETLL (1957), trabalhando com o suco de cravo (Dignthus
caryophylius)), postulou a hipdtese de que o inibidor poderia agir por
bloqueio dos sitios receptores do virus existentes nafolha., Alguns anos
depois, VAN KAMMEN et al (1961) estudando o mesmo inibidor obtiveram da-
dos que os levaram a reforgar esta hipotese, sugerindo que a acao do ini-
bidor poderia ser explicada pela existencia de uma competlgao entre este
e 0 virus por receptores do hospedeiro. Nao arriscou, entretanto, nenhu-

ma consideragdo sobre a natureza desses receptores.



Outros autores como MAYHEN e FORD (1971), estudando o efei
to do extrato foliar de Physarum polycephalum sobre a infetividade do TMV,
encontraram resultados favoraveis a hipotese de que o inibidor exerceria
sua agao sobre a partfﬁula do virus em si, por um processo de recobrimen~
to e agregagdo das mesmas. Isto poderia impedir as particulas de pene—
trar nas células do hospedeiro, ou por outro lado, essa "capa" formada
pelo inibidor poderia nao se dissolver, evitands a liberagao do acido nu-
cleico para que se efetuasse o processo de replicacao no interior das ce-

lulas vegetais.

MORAES (1973) observou particulas de TMV tratadas com ini-
bidor extraido de Abutilon striatum Dicks ao microscopio eletronico e ve~-
rificou que estas mostraram~se alteradas quanto ao seu contorno, perdendo

o carater retilineo e tornando-se irregulares com aumento de diametro.

VICENTE et al. (1977), estudando o mecanismo de inibigao do
extrato foliar de Chenopodium amaranticolor, concluiram que o inibidor a-
ge sobre o hospedeiro, e que essa agao seria puramente local e fisica por
meio do bloqueio nos pontos de entrada do virus na celula; ou por comblna
¢ao do inibidor com comstituintes especiais da célula ou ainda com subs-

tancias necessarias a replicagao do virus.

VERMA et al (1979) encontraram inibidores virais no extra-
to foliar de 17 espécies de plantas medicinais. Eles observaram que os 1
nibidores foram ativos somente quando aplicados antes e nao apos a inocu-

lagao mecanica do IMV, e sugeriram que o tratamento prévio das plantastes

tadas com os extratos inibidores altera a sua fisiologia e as tornam me~-
nos suscetiveis ao virus. Outra observagao feita por esses autores foi a
de que os inibidores nao sao especificos para o virus, nem para a hospe-
deira, e de que havia uma certa analogia entre a interferéncia induzida
por estes e por polianions (STEIN e LOEBENSTEIN, 1972), RNA de leveduras

(GIECHERMAN e LOEBENSTELN, 1968), e poli I e poli C (STEIN e LOEBENSTEIN,
1970).



NORONHA et al. (1980) detectou a ocorréncia de  inibidores
em extratos foliares de Alternanthera ficoidea, Amaranthus deflexus, Bou-
gatnwillea spectablie, Chenopodiun ambrosioides e Mirabilis Jalapa, Eles
determinaram que estes sucos, misturados com MV, inibem sua transmissac
mecanica para plantas de fume, mas nada disseram sobre seu mecanismo  de

agao.

Pelos diferentes resultados, pode-se observar que em  al-
guns casos a indicagaoc € a de que a agao dos inibidores virais existentes
no suco de plantas superiores agem sobre o hospedeiro, enquanto que em ou

tros, esta agao parece ser sobre o virus.

Quanto a natureza quimica das subst@dncias responsaveis pe-
lo efeito inibidor, diferentes tipos tem sido detectados, como polipepti-

deos, polisacarideos e flavonas.

KASSANIS e KLECZKOWSKI (1948) foram os primeiros a isolar
o inibidor do extrato foliar de Frytolacea esculenta e obter dados que su
geriram ser ele uma glicoproteina. Posteriormente, RAGETLI e WEINTRAUB
(1962a e 1962b) isolaram de Dianthus caryophyllus uma proteina cujo £-ami
mo grupo seria responsavel pela atividade inibidora. WYATT e SHEPHERD
(1969) purificaram de Phytolacca americana uma proteina de peso molecular
29.000 daltons. Alguns anos depois, IRVIN et al. (1980) purificaram uma
segunda proteina desta planta, de peso molecular ligeiramente maior, sen-
do ambas eficientes inibidoras da transmissio mecanica do TMV. OQutros i-
nibidores de Chenopodiales ({. qlbum e £, quinoa) foram purificados e ca-
racterizados como proteina de peso molecular entre 25,000 e 38,000 dal-

tons (SMOOKLER, 1971).

GRASSO e SHEPHERD (1977) purificaram inibidores virais do
sxtrato foliar de Phytolacca americana e de 14 outras espécies, incluindo
algumas de outras familias da ordem Centrospermas. Proteinas semelhantes,

biologicamente ativas, foram isoladas de todas elas, porém, somente 2 das

8 espécies de Centrospermae produziram quantidade substancial de inibido~



res de virus que tiveram o mesmo peso molecular e foram antigenicamente

relacionados,

GILLASPIE et al. (1981) testaram o efeito de 23 polisarari
deos de bactérias, fungos e plantas superiores na transmissao mecEnica do
virus do mosaico da cana~de-agiicar. Eles verificaram que polisacarideos
de Streptrococcus pneumoniae tinham aito poder inibidor ao passo que ou~
tros extraidos de plantas superiores nao mostraram inibigao significativa.
Baseando-se em resultados anteriores de FELTON et gl. (1955) que mostrou
serem estes polisacarideos antigenicamente relacionados, eles concluiram
que provavelmente nao havia nenhuma relagao entre afinidade antigenica e

inibigao do virus do mosaico da cana-de-agiicar,

Alguns inibidores,extraidos de plantas, de natureza.naoprg
teica tem sido identificados. A substancia com propriedade inibidora so-
bre fitovirus extraida por MORAES et 4l. (1973) de plantas de Abutilon
striatum mostrou forte reacao positiva para os testes de Molish e antrona,
0 que indicou ser ela de natureza polisacaridica. Inibidor de beterraba
também foi comprovado como sendo um polisacaride (EBRAHIM NEBAST e NIE~
NHAUS, 1972). FISCHER e NIENHAUS (1973) caracterizaram o inibidor extral
do de pimentao (Capsicun. anvuwn) como sendo uma flavona ou outro composto

proximamente relacionado,

Uma outra caracteristica dos inibidores de plantas, desco-
bertos até o momento, & que sao incapazes de inibir a transmissao do vi-
rus atraves dos vetores naturais, YOSHII e SAKO (1967) acreditam que no
caso de afideos como o Myzus persicae ovirus & colocado pelo seu estilete
no plasmodesma na regizo intercelular que nao seria atingida pelos inibi~

dores.
2.2. Substancias quimicas em geral

De acordo com a classificacao de BAWDEN (1954) ja comenta-
da anteriormente, os inibidores quimicos podem ser divididos em inibido-

res de infecgao e replicacio.



Como inibidores de replicacao existem diferentes grupos de
substadncias, entretanto, serao apenas citados pois a discussio do seu me-
canismo de agao foge dos objetivos primordiais desse trabalho. Entre os
principais inibidores de replicagdo estdo os andlogos sintéticos de bases
do RNA como o 2-Tiouracil (COMMONER e MERCER, 1951; PORTER e WEINSTEIN,
1961; RALPH e WOJCIK, 1966; etc.); o 5-fluoruracil (STAEHELIN e GORDON,
1960; HIRAI, 1977) e 8-azaguanina (LINDNER et al. 1960; HARDER e KIRKPA-
TRICK, 1970). Outro grupo importante de inibidores de replicacdo sao os
antibicticos: Noformicina (SCHLEGEL e RAWLINS, 1954; GRAY, 1955); Blasti=~
cidina S (HIRAI e SHIMOMURA, 1965 e HIRAIL et al., 1966); Actinomicina D
(SANGER e KNIGT, 1963; BANCROFT e KEY, 1964: etc.); Gentamicina (KASSANIS

et al., 1975) e muitos outros.

Outras substancias como corantes (HIRAL, 1977), regulado-
res de crescimento como acido giberélico (MARAMOROSCH, 1957), cinetina(Ki'
RALY e SZIRMAT, 1964), 2~4-dinitrofenol (MERRET, 1962) e ribonuclease pan
creatica (ZHURAYLEV, et al., 1983), também saoc inibidores da replicagao
viral. Substancia que vem merecendo a atengao de muitos fitopatologistas
€ o Virazole ou Ribavirin (1-beta-D-ribofuranosil~1~2,4~triazole carboxa-
mida). Diversos trabalhos tem sido feitos com o objetivo de testar seu e
feito sobre a replicagao de virus vegetais (LERCH, 1977; SHEPARD, 1977;
FAZIO et al., 1978, 1980). Em alguns experimentos os pesquisadores procu
raram associar seu efeito ao do 2—4-dioxohexaidro-1,3,5~triazine {DHT)
(SCHUSTER, G., 1982),

Como inibidores de infecgdo existem também inimeras subs—
tancias, dentre as quais as enzimas proteoliticas ocupam papel de desta-
que. LOJKIN e VINSON (1931), pensaram que o efeito inibitério da tripsi-
na sobre o TMV era devido 3 sua atividade proteolitica. Entretanto, STAN
LEY (1934) conseguiu efeitos inibitdrios da tripsina em valores de pH nos
quais ela nao & ativa e descobriu que a infecgao pode ser _restabelecida
por digestao da tripsina com a pepsina. Ele determinou também que o efei

to inibitorio da tripsina em TMV era maior em Phaseolus vulgaris L. doque



em Nicotiana glutinosa. Esses resultados levaram Stanley a concluir que
a tripsina nao agia diretamente sobre o virus, mas sobre a planta. CALD-
WELL (1936) confirmou esta hipotese mostrando que uma mistura infecclosa
de tripsina e "aucuba mosaic virus" pode readquirir sua infectividade por
aquecimento a YOOC, temperatura em que a tripsina & denaturada. LORING
(1542) obteve resultados semelhantes em estudos sobre o efeito inibitorie

da ribonuclease.

JOHNSCN (1941} nao encontrounenhuma evidéncia de que atrip
sina e outros materiais por ele testados modificaram a susceptibilidade
da planta hospedeira e sugeriu que a inibicao era devida a uma fraca, fa-
cilmente quebravel uniao molecular entre o virus e o inibidor, Esta con-
clusao foi confirmada por FULTON (1943), em estudos realizados com tripsi
na, leite, soro sanguineo bovino e outros materiais sobre "tobacco rings-
pot" e "bean mosaic viruses"., NENE e THORNBERRY (1970}, trabalhande com
steapsina e tripsina obteve resultados semelhantes, sugerindo que essas

enzimas se complexam com o virus impedindoe a ligacao do virus ao receptor,

STAHMAN e GOTHOSKAR (1958) mostraram que varios polieletro
litos como polipectato de sddio e acido poliglutamico, quando misturados
com o TMV, reduziram sua infectividade, o que nao aconteceu, quando foram
aplicados depois da inoculacdo mecanica. Eles atribuiram esses resulta-
dos ao fato de a agao dessas substancias ocorrer sobre a planta hospedei-
ra, Dados obtidos com esses e outros inibidores os levaram a postular a
hipotese de que sua acao sobre o TMV poderia ser explicada com base na com
blnagao ionica do inibidor com sitios receptores do virus existentes nas

celulas hospedeiras.

Alguns reguladores de crescimento como acido naftaleno ace
tico e acido giberélico s3o tambénm capazes de inibir a infeccao viral. U-
PRETI et al., (1964) descobriram que o acido ®-naftaleno acético {NAA) re
duz a infectividade do virus X e Y da batata (PVX e PVY) e o dcido glbere
lico inibe a do "chili mosaic virus" Eles sao eficientes quando aplica-
dos na planta 4 horas antes e inativos se aplicados 4 horas ap0s a inocu-

lagac mecanica.
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THOMAS e JOHN (1980) estudaram o efeito do acido gibepé
lico e do @cido indol ac@tico sobre a infecgao do "rice tungro virus™,
0 primeiro, impediu a manifestacao do nanismo que habitualmente e cau-
sado pela infeccao do referido virus sem afetar Signific&tivamEnte sua
infetividade, nem mascarar sintomas como clorose foliar e brotagao re
duzida,. Isso os levou a concluir que a atividade do acido giberelico /
em plantas infetadas & confinada ao seu papel de regulagem do cres
cimento da planta ao invéz de a antiviral, o que concorda com os da
dos anteriores obtidos por FERNANDEZ e GOBORJAMY (1976) e por GOVIN -
DASWAMY et al, (1977). 0 acido indol acético inibiu o virus, de tal
modo que as plantas tratadas nao apresentaram os sintomas da doen-
ca e nao continham particulas virais, e o seu crescimento e producao
foram comparaveis as plantas sadias controles., Os autores observaram
que o acido indol acético parecia agir mais na prevengao da infec -
¢ao do que na multiplicacao viral,

- . +2 +2 .
Cdtionsdivalentes como Ba =, Ca °; Mg+2 inibem a infe

tividade do "tobacco necrosis virus", "cucumber mosaic virus", "tobacco
ringspot virus" e "southern bean mosaic virus", mas sao menos inibite-
rios para o TMV e "turnip mosaic virus" (ROUSSOU e FULTION, 1963). Es
ses autores - primeiramente consideravam que os ions poderiam afetar a
habilidade do virus para se ligar aos seus receptores. Entretanto, co
mo nenhuma inibigao foi obtida por infiltragcao dessas subst3ncias -
nas folhas imediatamente antes ou 3 horas antes da inoculagao, eles con
cluiram que provavelmente o0s cations divalentes afetam o virus e nao a
célula hospedeira, Cations monovalentes estimularam ou tiveram pouco e

feito sobre o virus.

Diversas outras substancias como compostos fenolicos o

.

xidados: o- benzoquinona e formas oxidadas do acido clorogenico, cate-
col e dihidrofenilalanina (dopa) possuem propriedades inibidoras sobre

a infeccao de virus (MINK e SAKSENA, 1971).
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Dodecil Sulfato de Sddio (SDS), triton-X e tween 80 inibem
a infecgao do TMV diminuindo o nimero de lesGes locais na folha do hospe-
deiro (TANIGUCHI, 1976). Este autor conseguiu separar as particulas ati-—
vas da mistura virus-inibidor por filtracdo em gel e concluiu que a agao
do inibidor era exercida sobre a planta. Entretanto, quando os detergen-
tes foram aplicados apds a inoculagao nao houve inibigao, mostrando que og
detergentes poderiam agir sobre a interacac entre o virus e o seu sitio

de infecgao,

KO et al (1980) determinaram o efeito de alguns compostos
como alquilbenzenosulfonato, alquilsulfatos e alcanosulfonatos, ¢ .encon-
traram que o alquilbensenosulfonato mostrou melhores resultados de inibi-
¢ao de infeccao do virus do.mosaico do pepino e "green mottle virus" que
do TMV, enquanto que o calcio ou sodiodecilbenzenosulfonato foram mais e~

ficientes na inibigao do "green mottle virus".

ROBINSON e RASCHKE (1977) verificaram que preparagoes puri
ficadas de "tobacco rattle virus" com EDTA a 2mM tiveram sua infectivida-
de diminuida e postularam que o efeito do EDTA aparentemente era -remover
fons metdlicos da particula viral, deixando o RNA acessivel ao ataque pe-
las nucleases presentes na preparacac. Na presenca dos ions a enzima fi~

ca inativa e o virus mantem toda a sua infectividade,

TANIGUCHI (1982) constatou que o EDTA inibiu o desenvolvi-
mento de lesoes locais pelo TMV em folhas de feijao mas nao em folhas de
fumo TNN. Esta inibigao ocorreu quando o tratamento foi feito 0 a 30 mi-
nutos apds a inoculagao e, gquando aplicado imediatamente antes, nao produ
ziu nenhum efeito inibidor. Ele postulou que o efeito do EDTA na _forma~
gao de lesao local pelo TMV ndo & diretamente relacionado com a _inativa-

cao do virus, mas interfere nos primeiros passos de infecgao.

TOMLINSON et al., (1976) estudaram o efeito do Bavistin,
fungicida sistemico, sobre o "bean western yellows virus" e "tobacco mo-

saic virus" em plantas de alface e fumo Tespectivamente ¢ observaram que
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esta substancia inibe o desenvolvimento dos sintomas das viroses.BHARDWAJ
et al. (1982) verificaram o efeito de outro fungicida, o benlate, na ex-
pressao dos sintomas e inoculacao mecdnica e por afideo de transmissao
estiletar do "urdbean leaf ecrinkle virus". A pulverizacao pré e pos ino-
culagao impediu o desenvolvimento da doenga, mas o tratamento de pré-ing—
culagao foi muito mais eficiente. Nenhuma planta tratada com concentra-
goes iguais ou superiores a 1% de benlate desenvolveram sintomas da doen-
¢4, enquanto que os controles tratados com Agua mostraram alto Indice de
infecgao, Resultados semelhantes foram obtidos em plantas tratadas pre e
pos inoculagdo com afideos viruliferos Aphis craccivora e Aeythosiphon pT
sum., 0 primeiro transmitiu o virus a um menor numero de plantas em todas
as concentragoes experimentadas. Os resultados dos testes em que plantas
severamente infetadas tratadas com benlate foram submetidas 3 transmissao
através do vetor revelaram que a transmissao do virus diminuiu drastica-
mente com o aumento da concentracao de benlate, 0 mecanismo de inibigao
do benlate nao & muito claro, mas os autores consideraram a possibilidade
de estar ele relacionado i proprledade que esse fungicida tem de se ligar
ds membranas do cloroplasto, retardando sua senescencia como fazem as ci-
tocininas. A redugdo ou retardamento na transmissao atraves do vetor, fo
ram atribuidos a baixa concentragac de virus nas plantas tratadas ou a u-
ma diminuicao na receptividade dos estiletes durante o periodo de alimen—
tagao e aquisicao. Esses resultados parecem muito promissores, principql

mente se puderem ser extrapolados para outras viroses.
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5. MATERIAL E METODOS
3.1, Substancias e virus testados

Foram experimentados sucos de 17 plantas para investigar a
existencia de possiveis substancias inibidoras. Estes sucos foram obti-
dos por trituragao de folhas e hastes recem—coletadas em liquidificador
com tampao fosfato 0,01M pH 7 e.5~mercaptoetanol a 1%z, na proporgio de 1
grama de folha para 3 ml da solugao. Os extratos obtidos foram filtrados

em algodac adaptado em funil de vidro e entio utilizados.

~Inicialmente foram tratados alguns grupos de substancias
considerados como tendo atividade sobre 0 sistema nervoso central dos an1
mais para averigacao de sey possivel poder inibidor: 6 compostos utiliza~
dos como medicamento, cujo principio ativo pertence ac grupo dos benzodla
zepinicos: Dalmadorm, Pacitran, Valium, Rivotril, Somalium e Tegretol (no
mes comerciais). Um do grupo das oxazolidinas, o Triodine, um do ZTUpo
da primidona, o Mysoline e unm composto considerado como viricida para tra
tamento de virus animais, o Mantidan, cujo principio ative & o cloridrato

de amantadina,

Todos esges compostos foram obtidos na forma de comprimi-
dos, que foram triturados em almofariz e dlluldos com  tampao fosfato
0,01M pH 7, enm proporgoes adequadas para atlnglr a concentragao final in-

dicada nas tabelas.
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Outras substanclas quimicas testadas foram: Virazole ou Ri
bavirin (l-beta-ribofuranosil-l-2-4-triazole carboxamida) , bifegiiditiom
carbazone; acido naftaleno acético e acido 6-benzilaminopurinico  (6-BA)
alguns detergentes: Triton X-100: Tween 80 e varios detergentes Come -

ciais: ODD, ODD Limao, Limago, Limpol, Minerva, Sussex e Tool,

Todas as substancias quimicas utilizadas foram diluidas em
tampao fosfato 0,01M pH 7, para atingir as concentracoes indicadas nas ta
belas. Somente os detergentes comerciais para uso doméstico que por pos~
suirem formulagoes adequadas com pl proximo & neutralidade, foram simples

mente diluidos em agua destilada.

0 alquilbenzonosulfonato de sddio, empregado como substiu-
cia que constitui o principic ativo dos detergentes comerciais em geral,
foi doado por gentileza especial da Orniex. A substancia, recebida na
forma de produto industrial, foi diluida e posteriormente neutralizada,
pois originalmente possuia alta viscosidade e PH em torno de 2,6, 0 pro-
cedimento empregado foi o seguinte: o alquilbenzenosulfonato de s3dio foi
diluido a 307 em tampo fosfato 0,01M pH 7. Em seguida adicionou-se hi-
droxido de sodio 5 N, tendo sido utilizada uma proporgao aproximada de
120 ml da base para cada 500 ml da solugao, Esta solugcao assim preparada
foi considerada solucao estoque. Todas as diluigoes desta foram feitas u

tilizando o tampdo acima.

No decorrer dos experimentos, os virus empregados nos tes-—
tes de inibigao foram: Y de Piracicaba e virus da acro necrose, estabele-
cidos em feijoeiros (Phaseolus vulgaris L.) da variedade Carioca; virus
do mosaico da alfafa estabelecido em plantas de soja (Glycine max (L.)
Merr.) da variedade Santa Rosa, mantidos sob condicoes de estufa na Seggo
de Virologia do IAC, e virus do mosaico do mamoeiro (VMM), estabelecido
em plantas de mamao comum (Cariocq papaya L.) mantido sob condicoes de es
tufa ou de campo, no mesmo local. Nos testes de inibicao realizados com

esses virus o inéculo foi utilizado na conaentragao de 1 grama de folha
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infetada para 5 ml da solugao extratora (tampaoc fosfato 0,0IM pH 7, con-

tendo sulfito de s0dio na mesma molaridade) ,

Outro virus empregade fol o TMV de duas origens distintas:
virus coletado em planéas de fumo (Wicotiana tabacum L.) na regide de Rio
Pomba, MG., identificado por inoculacdo em plantas indicadoras e ohserva-
¢ao das particulas ao microscopio eletrfnico. Este virus foi  inoculado
em plantas de fumo da variedade Turkish, sob condigoes de estufa, e gquan-
do houve o aparecimentc de um mumero razodvel de folhas com sintomas ca-
racteristicos de mosaico estas foram coletadas. Seu suco foi extraido em
liquidificador com tampao fosfato 0,01M pH 7 contendo sulfito de sodio
0,0IM, na proporcao de lg de folha para 5 ml de tampao, Esse suco foicli
rificado por centrifugacao e distribuido em frascos de >ml, apos o que
foram conservados em congelador a -20°C., msre indculo assim obtido cons
tituiu o indculo concentrado padrao que na maioria dos experimentos de j-
nibigao realizados com plantas de fumo da variedade Turkish NN (TNN) foi
utilizado na diluicdo final de 1/100, Nos testes de simulagao de opera-
cao de transplante, as fontes de virus foram as proprias plantas de fumo

infetadas sistemicamente.

Outro isolado de TMV empregado foi extraido de plantas de
tomate (Lycopersicon esculentum L.}, da regizo de Piracicaba e mantidos
em congelador a ZOOC, na Segao de Virologia do IAC. FEsse virus foi inocu
lado em plantas de tomate dg variedade Santa Cruz, que serviram como fon-

te de inoculo nos testes de simulacao das operagoes de transplante reali-

zadas com tomateiros.
3.2. Plantas~teste

As plantas-teste empregadas foram:

a. Mamoeiros da variedade 30lo e Comum, plantados 2 a 2 em vasos de
barro de 16 cm de altura por 16 cm de diﬁmetro, empregados na fa-

se em que mediam aproximadamente 15 a 20 cm de altura;
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b. Feijoelro da variedade Carioca, plantados tambem 2 2 2 em vasos se
melhantes, empregados quando tinham 2 folhas primarias com aproxi-

madamente 2/3 do seu tamanho maximo de expansiog

©. Plantas de fumo TNN, Turkish e P~70 (variedade de fumo de corda
plantado na vegiac de Lavras, MG.), inicialmente semeadas em bande
jas plasticas de aproximadamente 10 em de altura por 26 om de lar-
gura por 40 em de comprimento. No caso das plantaé de fumo  TNN,
as mudas foram veplantadas em sacos plisticos de dimensoes APTOXL=-
madas de¢ dos vasos citados: aproximadamente 15 cm de altura por 16
em de difmetro. Foram empregados no estagio de aproximadamente 8
a 9 folhas, sendo que 1 ou 2 basais, e as 3 pequenas do broto api-
cal foram removidas, ficando 4 folhas em cada planta utilizada nos

diferentes testes de inibigao,

No uso dos inmibidores na simulacao da operagdo transplante,
apos a germinacao das sementes nas bandejas acima referidas, foi feita u-
ma eliminacao do excesso de planta mantendo-se 50 por bandeja, que poste-
riormente foram transplantadas para saquinhos plasticos de aproximadamen-

te 16 X 7 cm.

d. Plantas de tomate da variedade Santa Cruz foram empregadas nos tes
tes de simulagao de transplante. A cbtengdo destas plantas se deu
exatamente do mesmo modo empregado para as variedades de fumo P-70
e Turkish, ou seja, semeadura em bande]as, manutengﬁo de 50 plan-

tas por bandeja e transplante destas para sagquinhos plasticos,
5.5, Aplicacdo das substancias inibidoras

Na maioria dos testes realizados com mamoeiros as substan—
cias inibidoras foram aplicadas por pulverizagao. WNos casos em que 08 su
cos das plantas testadas mostravam alta viscosidade, estes foram aplica
dos com uma espatulo enrolada em algodao, de modo a espalhar uma  camada
uniforme sobre a superficie superior ou inferior da folha, conforme o ob-

jetivo do teste,
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Paralelamente, foram feitos testes controle nos quais as
plantas foram igualmente tratadas, utilizando o mesmo método, com as soly

¢oes que serviram como solvente para os inibidores ou come extratora dos

extratos foliares das plantas restadas como inibidores.

Nos casos em que a aplicagio do inibidor foi feita  junto
com o virus do mosaico do mamoeiro, as solugtes contends os inibidores,
nas concentragoes indicadas nas tabelas, serviram como extratoras do ind-
culo. Para testes do TMY em plantas de fumo, volumes iguais do inibidor
e do incculo padrao dilu¥do 1/50 foram misturados e inoculados mecanica-

menie,

A inoculagao em wamoeiros na maioria dog experimentos foi
feita 24 horas apds o tratamento da planta com o inibidor., Somente nog
casos em que foi testado o tempo de duragio do efeito inibidor da substan
cla apds sua aplicagio, & que se Fizeram incculagoes a diferentes interva
los de tempo. Quande houve mais que uma aplicacao do inibidor, como no

caso dos detergentes, os intervalos entre aplicagoes foram de 24 horas.

Em plantas de fumo TNN o inibidor foi aplicado em uma das
metades da folha, previamente marcada, com o auxilio de uma espatula enro
lada em algodac. 4 outva meia folha constituiu o comtrole, tendo sidotri
tada com o solvente do inibidor au solugac extratora do suco da planta u-
tilizado como inibidor., As inoculacoes foram feitas logo apos a  secagem
do inibidor, exceto nos casos en que fol testado o seu poder residual,con

forme ja descrite para o mamoeiro.

Nas plantas de feijdo o inibidor fol pulverizado ou espa~—
lhado com uma espirula em umaz de suas duas folhas primarias, previamente
marcadas. A outra folha foi utilizada como controle, sendo tratada tam—
bem com as solugoes que serviram como solvente ou extratora do suce da
planta. As inoculagoes foram feitas 24 horas apos aplicacao dos inibido-

res.



3.4, MEtodos de inoculacio

As inoculagoes mecinicas foram feltas pelo metodo de fric-
gao com carborundum (carbeto de silicio), que consiste em polvilhar pre-

viamente a folha com este abrasivo e friccionar o indcule com o dadao,

A inoculacao através do vetor Mysus persicas Sulz. foi fei
ta com pulgoes criados em insetirios. Foi dade um jejum prévio de meis ho
ra apds retirada dos mesmos das plantas criadeiras com o auxilio de umpin
cel, & colocados posteriormente sobre plantas de mamio inferadas para a-

quisicac do virus do mosaico,

Apds um periode de alimentagao de aproximadamente uma ho-
ta, estes foram transferidos para os mamoeiros previamente tratados ounso
com inibidores, Decorride um periodo de no minime ? horas, as plantas fo
ram pulverizadas com inseticida e transferidas para as estufas aproprig-

das,
3.5, Avaliacdo da ‘atividade inibidora

Para determinacio quaﬁtitativa do efeito inibidor das subs
tancias testadas em plantas que reagiram com sintomas sistemicos aog Vi~
Tus invest:igados9 foi empregado o método de contagem de plantas. Apds o
aparecimento dos sintomag caracteristicos da virose em questao nas plan-
tas testadas, o nimero de piantas infetadas foi contado & g percentagem

nas plantas tratadas calculadas em relacao 3s que serviram como controle,

Na avaliagao da atividade inibidora em plantas com sinto-
mas locais, g quantificacac foil feita de duas maneiras. Em plantas de fu
mo TNN, nas quais foi testado ¢ efeito dos inibidores sobre a infeccao pe
lo ™YV, foi empregado o método da meia folha, Neste método faz-gse a con-
tagem das lesoes na meia folha tratada com o inibidor e a porcentagem de

inibi¢ao & calculada em relacac ao nimero de lesGes da outra meia  folha
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controle. Em feijoeiros da variedade Carioca, nos quais foi testado o e-
feito das referidas substincias sobre o virus do mosaico da alfafa, o vi-
rus Y de Piracicaba, e o virus da acro necrose, a quantificacao foi feita
pelo metodo de contagem de lesdes em folhas primarias. Novamente a por-
centagem de inibicao foi feita comparando-se o nimero de lesoes apresenta

das pela folha tratada com o inibidor com a da felha controle oposta,

Nos testes de simulacao de transplante, plantas de fumo e
tomate foram transplantadas de bandejas para sacos plasticos com maos con
taminadas por esmagamento de folha de fumo e de tomate, respectivamente,
infetadas com o virus do mosaico (TMV), Foram feitos os seguintes trata-

mentos com inibidores:

a. Lavagem de maos:

A cada 10 mudas transplantadas as maos foram propositada-
mente contaminadas e posteriormente lavadas com as solucoes inibi-
doras e nos controles paralelos, a lavagem das maos foi na solugao

tampao extratora do suco, e agua (diluente do detergente) .

b. Pulverizagao prévia das mudas:

As mudas foram previamente pulverizadas com o inibidor e
apos seéagem completa, contaminou-se as mios, replantou-se 10 mu~
das e novamente se recontaminou as maos para repetir a oper&gﬁo.
Controles paralelos foram pulverizados com a solugao extratora do

suco e com agua.

3.6. Tentativas iniciais de purificacio do inibidor de 7. ulmifolia

0 esquema das viarias opgoes testadas durante o processo de

purificacao do inibidor, encontra-se representado pela figura 1,

A tecnica que deu melhores resultados foi a empregada por
WYATT e SHEPHERD (1969) e GRASSO e SHEPHERD (1977) para purificar o 1n1b1

dor do extrator foliar de P. americana e de outras :plantas.
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Folhas de 7. wulmifolia foram trituradas em tampao fosfato
0,01M, pH 7, na proporgao de lg de folha para 3 ml de tampdo, em Polytron
PT-35 (Brinkmann Instr,, N.J.)., O éxtrate resultante foi centrifﬁgado a
10.000 g por 15 minutos, o precipitado descartado e o sobrenadante dividi
do em 5 aliquotas. Uma das aliquotas foi reservada, tendo sido designado
pelo numero 1. A segunda foi filtrada através de uma coluna de Sephadex
G-25, de 1,5 X 8 cm., (equilibrada com tampao fosfato 0,01M, pH 7). O elu

ido coletada foi designada pelo ndmero 2.

A terceira aliquota foi adicionada 0,5 g de (NHA)ZSOAPOr
ml (707 de saturagao), apos o que, foi colocada em refrigerador por cerca
de 15 horas, em repouso. Depois fol centrifugada a 10,000 g por 15 minu-
tos e o precipitado foi ressuspendido em metade do volume inicial com tam
pao fosfato 0,0IM, pH 7 e filtrado em coluna de Sephadex G-25. A eluicao

foi feita com o mesmo tampao fosfato e o eluido recebeu o niimero 3.

A quarta aliquota adicionou-se 1,6 volumes de etanol a 95%
Depois de um periodo de aproximadamente 15 horas de repouso em refrigera-
dor, foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos, o precipitado foi ressus
pendido em NaCl a 2% e novamente centrifugado a 10.000 g por mais 15 minu
tos. O precipitado foi descartade e o sobrenadante foi designado pelo ni-

mero &,

A quinta aliquota foi dividida em duas partes e ambas fo-
ram acidificadas a pH 4,3 com acido fosforico antes da adig3o de 1,6 volu
mes de etanol a 957, Apos um periodo de mais ou menos 15 horas de repou-
so em refrigerador foram cemtrifugadas a 10.000 g por 15 minutos e o So-
brenadante foi descartado. Uma parte foi ressuspendida em 1/2 do volume
original em NaCl 2%, novamente centrifugada como anteriormente e o sobre~
nadante foi filtrado em Sepliadex G~25, tendo o eluido recebido o nimero 5.
A outra foi ressuspendida em NaCl a 27 com o mesmo volume original inici-
al e uma aliquota dessa preparacac foi designada pelo nimero 6, enquanto
o restante foi dialisado contra agua por 48 horas com trocas sucessivas,
no inicie de hora em hora, deixando-se 8 horas sem trocar durante a noi~
te e efetuando-se a troca no dia seguinte a cada 2 horas. O dialisado re

recebeu o numero 7.
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Desse dialisado tomou-se 80 ml que foram filtrados atraves
de uma coluna de CM-celulose (SIGMA) de 2 X 2,5 cm, equilibrada com tam-
pao fosfato 0,05M, pH 6.

Apos a passagem dos 80 ml do dialisado através da colunade
CM~celulose, fez~se passar 350 ml de tampao fosfato 0,05M pH 6, que foram
descartados. Em seguida, a amostra foi eluida com tampao fosfato 0,05
PH 6 contendo NaCl 0,054, que foram coletados em duas etapas: os primei-
ros 30 ml, designados pelo nimerc 8 e os 530 ml restantes pelo nimero 9. De
pois fez-se uma nova eluicao com 50 ml de tampao fosfato 0,054 pH 6 con-
tendo NaCl 0,1M, coletados de uma & vez, recebendo esse eluido o ninero
10. Finalmente eluiu-se a coluna com 50 ml de tampao fosfato 0,05M pH 6
contendo NaCl 0,3M, também coletados de uma s3 vez, constituindo o nimero
l1. A avaliagao da atividade inibidora foi feita em plantas de fumo TNN

para o TMV.
3.7. Testes realizados com o inibidor purificado (frac¢do b)

a. Dosagem de proteina e carboidraro

A determinacac do teor proteico na fragao purificada foi
feita pelo método de BRADFORD (1976), com "comassie brilliantblue",
e a dosagem de glicose, pelo método de UMBREIT (1964), utilizando

antrona.

b. Atividade RNse

A fragao purificada teve sua atividade RNAse dosada pelo
método de WILSON (1963),

c. Tratamento enzimatico

A fragao b, contendo o inibidor, foi tratada com trés pro-
teases: tripsina, quimiotripsina e papaina, na concentracao de 3

mg/ml. Em paralelo fez-se uma solugao controle das enzimas utili-
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zando como solvente tampio fosfato 0,05M pH 6 contendo NaCl 0,05M.
Estas solucoes e uma alijuota do inibidor sem tratamento (29 contro
le) foram incubadas a 407c por 4 horas e entio testadas. A avalia-
cao da atividade inibido:a foi feita do mesmo modo descritc  ante~

riormente.

Tratamento com TNBS e EDTA

Neste teste foi adicionade 0,1 mg de TNBS (acido trinitro-
benzenosulfonico), para nada ml de uma aliquota da fragac contendo
o inibidor e 0,001M de ENTA (acido etilemodiaminotetracético) a ou~
tra, ambas foram incubadas a 40°C e testadas. Paralelamente foram
feitos os respectivos controles colocando 0,1 mg/ml de TNBS e0,001M
de EDTA em tampao fosfato 0,05M pH 6 contendo NaCl 0,05M, incubados

do mesmo modo e testados.

Concentragao a vacuo através de uma membrana de celofane

Nesta fase, 10 ml da fracao b, contendo o inibidor, foram
colocados dentro de um szco de dialise de celeofane, amarrado nas ex
tremidades e colocado em um frasco de Kitasato, no qual produziu-se
vacuo. O solvente passou sob pressao de denﬁro para fora da membra
na de celofane, deixando-—-se somente 1 ml dentro do saco de dialise,
efetuando-se assim uma concentragao do inibidor por 10 vezes. Em
seguida fez-se a recomstituicao do volume inicial para avaliar sua
atividade inibidora e verificar se o inibidor havia sido retido pe~-

la membrana.

Estabilidade em relagao : temperatura

Amostras do inibidor foram colocadas em tubos de ensaio fe
chados com rolha de borracha e colocados em banmho maria a 100°C por
10, 20, 30 e 60 minutos respectivamente. Outra amostra foi deixada
a temperatura ambiente, Apos terem esfriado, essas amostras e aque
foi foi deixada sem aquecimento, foram submetidas a avalizacao da a

tividade inibidora.
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3.8. Microscopia eletrodnica imuno-especifica do TMV trata-
do com os inibidores

Para verificar o efeito exercido pelo inibidor sobre a ul~
traestrutura da particula e sobre o poder antigenico do THV, utilizou-se
a tecnica denominada "Serologically specific electron microscopy”  (DER-
RICK, 1973) a qual se baseia na ligagao especifica das particulas de vi-
rus a superficie de telinhas de microscopia eletrOnica cobertas com anti-
corpos. O antissoro empregado nos testes foi gentilmente cedido por Oli-

veira, do Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de Campinas.

Telinhas de cobre previamente cobertas com pelicula de par
lodium 0,5% e reforgadas com carbono ou unicamente cobertas com carbono,
foram colocadas por 15 minutos sobre gotas de antissoro diluido 1/1000
com tampao fosfato 0,05M, pH 7,2. Proteinas de antissoro nao adsorvidas
foram removidas atraves da lavagem das telinhas em gotas do mesmo tampao

fosfato.

0 virus do mosaico do fumo foi extraide de folhas de plan-
tas infetadas, em tampao fosfato 0,01M, pH 7, e o extrato foi misturado
com igual volume dos inibidores (ODD e fragao 5 do inibidor extraido do
suco de (7, ulmifolia) e com igual volume do tampao utilizado como solven-
te para os inibidores (controle), ficando esta mistura em repouso por 2ho
ras. Apos esse tempo, as telinhas preparadas com o antissoro diluido fo-

ram colocadas sobre gotas dessas misturas por 15 minutos,

Em seguida foram lavadas com agua destilada, contrastadas
com solugao aquosa de acetato de uranila a 27 e observadas ao microscopio

eletronico.

A contagem de particulas foi feita em fotografia com aumen

to de 50.000 vezes, numa area de 18 X 24 cm, correspondente a 8,784(um2),
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Para "decorar" as particulas de virus. isto & cobrir  as
E ]

particulas com anticorpos, foi empregado o método de MILNE e LUTISONI(1977).
Nesses testes as telinhas previamente colocadas em antissoro diluide 1/
1000, foram transferidés para gotas de extrato foliar contendo o vfru$,qg
de permaneceram por 15 minutos. Entao, o excesso foi retirado por lava-~
gem em agua destilada, e as telinhas foram colocadas nos inibidores por
mais 15 minutos. Apds esse periodo houve uma nova lavagem, as  telinhas
foram colocadas em antissoro diluldo 1/50, por 15 minutos, novamente lava

das e contrastadas conforme descrito anteriormente.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTAIS

4.1, Triagem de diferentes substancias como possiveis inibidoras da

transmissdo mecanica do virus do mosaico do mamoeiro

Nas investigagoes preliminares, o suco de diversas espe-
cies de plantas, diferentes substancias quimicas e varios detergentes -
foram utilizados em testes visando detectar inibidores de infecgac ou

replicagao viral,
4.1.1. Sucos de plantas

Foram experimentados sucos de 17 diferentes espécies de
plantas, procurando detectar entre eles algum que fosse capaz de inibir
o virus do mosaico do mamoeiro. 0s resultados dos 27 testes, nos quais
foram inoculadas 390 plantas de mamao préviamente tratadas com os sucos,
estao representados na tabela 1. Entre os sucos das espécies testadas -
alguns induziram discreta inibigEO (5 a 10%Z) e um retardamento no apare
cimento dos sintomas, Foram estes os de Chorisia spectosa, Dichorisan-
dra thyreiflora, Izora sp., e Rosa sp. Melhores resultados foram apre -
sentados pelo suco de Turnera ulmifolia, que quando aplicado antes da
inocula¢ao mecanica induziu uma inibic3o de 80 a 1007 em relagao ds plan
tas controle, Resultados de dois testes nao apresentados no quadro mos-

traram que o suco desta planta quando aplicado apos a inoculagao mecani




Tabela 1. Resultados obtidos na triagem do suco foliar de
diferentes espécies de plantas como possiveis i
nibidores da transmissao mecanica do virus do

mosaico do mamoeirc

N9 de plantas ino

Espécies de plan NO de culadas(INO) e in-
tas utilizadas™ testes fetadas (INF)
INO INF
Aster sp, 1 10 10
Canna sp. 1 10 10
Carica cauliflora Jacq. 1 10 10
Cartea 2 1 10 10
Chorisia speciosa St. Hil 2 20 10
Chrysantemum maxtmum Ramond 1 10 10
Coffea arabica L. 2 20 20
Costue sp. 1 10 10
Dichorisandra thyrsiflora Milk, 2 20 18
Impatiens sultana Hook 1 10 10
Ixora sp. 2 20 19
Lemtana camara L. 2 20 20
Pentas lanceclata Schum, 1 10 10
Rosa sp. 2 20 18
Salvia leucantha Cav. 1 10 10
Tibouchina semidecandrq Cogn, 1 10 10
Turnera ulmifolia L. 6 60 9

Tampao fosfato(controle) 12 120 120

27,
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ca, nao provocou nenhum efeito de inibicio da infeccao,
4.1.2 Substancias quimicas de diferentes grupos

Nesta fase foram testadas 14 substancias, tendo sido igg
culadas 2230 plantas nos 50 testes realizados. Foram utilizadas duas -
substancias por vez com um controle paralelo constituido por 10 plantas
pulverizadas com o tampao utilizado como diluente para o inibidor, Os
resultados estao discriminados na tabela 2, nao tendo havido nenhuma -
substancia capaz de inibir a transmissdo mecinica do virus do mosaico ~
do mamoeiro. As concentragoes de 6-BA iguais a 3 e 4 ppm foram toxicas
as plantas-teste receptoras, levando-as a morte. 0 Mantidan, substancia
usada na terapia de viroses animais, nao produziu efeito inibitdrio, -
mas induziu nas plantas previamente tratadas, hipersensibilidade ao yi

rus do mosaico do mamoeiro, levando-as mnao raro, a morte.
4.1,3. Detergentes

Foram testados alguns detergentes ja descritos na litera
tura como inibidores (TANIGUCHI, 1976), e alguns detergentes comerciais
que, por serem produtos baratos e faceis de serem adquiridos no mercado,
poderiam oferecer algumas vantagens caso tivessem atividade inibidora -

sobre os fitovirus.

Nos 37 testes realizados foram inoculadas 2,754 plantas,
e os resultados estao discriminados na tabela 3. Pelos dados obtidos
pode-se concluir que todos os detergentes tiveram acao inibidora sobre
a transmissdo meca3nica do virus do mosaico do mamoeiro. O Tween - 80 -
quando aplicado por pulverizagao somente uma vez a uma concentracdo de
10Z provocou uma inibigao razoavel de 60 a 80%, mas os danos causados i
planta foram muito drasticos. A 47 a toxicidade foi ainda bem forte, e
a 2,57 foi levemente toOxico, porém , nesta Gltima concentracao a porcen
tagem de inibicao caiu a 40%. As tentativas de se concemtrar o detergen

te na planta por mais de uma aplicacao numa concentracgao suportavel pa-
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Tabela 2. Resultados obtidos na triagem de diferentes substancias quimicas

como possiveis inibidores da transmissao mecanica do virus do mo

saico do mamoeiro

Substancias
Testadas

Concen N9 de
tracao

testes
(ppm)

N9 de plantas inoculadas (INO)
e infetadas(INF). Subastancias
aplicadas antes(PRE), apds a i
noculacao mecanica(P0S) ou mis
turado com o virus(MIST)

PRE POs MIST

INO INF  INO INF  INO INF

Acido 6~benzilamino-
purinico (6~BA)

Acido naftaleno acético

Bifenilditiocarbazone
Dalmadorm
Mantidan

Mysoline

l-nitroso 2Z-naftol
Pacitran

Rivotril

Somalium

Tegretol

Tridione

Valium

Virazole

Controle(tampao fosfato)

[om IR W) R~ PR S S

2000
500
500

1000

2000
500
500

1000

1000

1000

500

400
800
1200

By Lo B W NN W W W RN S WY RS PO RS RS

I
e
LN

20 20 20 20 20 20
20 20 20 20 20 20
20 20 20 20 20 20
19 19 19 19 19 19

20 20 20 20 19 19
19 19 19 19 20 20

20 19 20 20 20 20
28 28 29 29 30 30
& 40 40 40 40 40
19 19 18 18 19 19
0 30 30 30 30 30
30 30 29 29 30 30
28 28 ¢ 30 0 30
20 20 20 20 20 20
20 20 20 20 20 20
20 20 18 18 200 20
30 30 28 28 30 30

40 40 40 40 40 40
30 30 30 29 30 30
20 20 20 20 20 20

250 250 250 250 250 250
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para a planta, apesar de aumentarem a porcentagem de inibicao, continu-
aram provocando danos que se agravaram a cada aplicagﬁo, nao sendo por

isso viaveis de serem.utilizados.

0 Triton X - 100 embora tenha induzido discreta reducac
na infeccao, apresentou também o incoveniente de ser um tratamento mui

to drastico para as plantas.

Excelentes resultados foram obtidos com a pulverizagao
prévia da planta com os detergentes comerciais utilizados na limpeza do

méstica. O ODD aplicado uma vez inibiu cerca de 60% da infeccao, duas

vezes, B0% e tres vezes, 100Z. Os resultados obtidos com a utilizagao -
do principio ativo, o alquilbenzenosulfonato de sodio, foi semelhante-

ao obtido com todos os detergentes testados, apresentando porém o inco-
veniente de ser mais toxico, causando alguns danos as plantas. Fato co
mum a todos os detergentes, & que nac foram capazes de inibir a infeccao
viral quando aplicado 24 horas apos a inoculacao mecdnica. E, de um mo
do geral, todos eles quando foram misturados com o indculo provocaram -

maior injuria foliar do que quando foram pulverizados previamente na -

planta.

4.2, Efeito de vArios detergentes e do suco de Turmera ulmifolia so-

bre a transmissac mecanica do TMV

Foram experimentados os inibidores anteriormente consta-—
tados como eficientes na inibicao da transmissao mecanica do virus do -
mosaico do mamoeiro, sobre a infecgao do TMV, Foram empregadas varias
concentragoes dos inibidores com o objetive de se selecionar a mais efi

ciente para ser utilizada em testes posteriores,

Os resultados dos 66 testes realizados, nos quais foram
inoculadas de 15 a 17 folhas por teste, estao representados na tabela &,
Eles indicaram que os detergentes e seu prineipio ativo,bem como o suco
de I'. ulmifolia, foram tao eficientes na inibicao do TMV quanto na do
VMM,
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Tabela 4. Resultados obtidos nos testes em que se verificou o -

feito de diversos detergentes e do suco de Turnera ulmi

folia sobre a transmissdo mecdnica do virus do mosaico

do fumo

Concen N? médio de lesdes nas meias fo

bt tracas lhas tratadas(T), nas controle

Substancia *(y gou (C) e porcentagem de inibicao -

testada / nos 3 testes realizados (ZIN)
g/ml)

L C ZIN
1 83 367 77,3
Alquilbenzenosul fo 2 2 310 86,4
o e hzer ° 3 31 207 85,0
nato de sodio 4 26 283 90.8
5 12 406 97.0
Limago 9 67 224 70,0
Limpol 9 14 91 86,8
Minerva 9 28 242 88,4
i 137 294 53,4
3 36 99 63,6
5 46 162 71,6
0D 7 59 229 742
9 18 141 87,2
11 12 134 91,0
ODD~1limao 9 24 210 88,5
Sussex 9 32 214 85,0
1/48 139 222 37,4
1/24 134 257 47,8
, s 1/12 92 211 56,4
Toulmifolia (suco) 1/06 53 195 728
1/03 14 170 91,7
1/1,5 12 406 97,0

* A concentracio dos deter
do suco da planta em gra

gentes esta expressa em porcentagem e a
mas de folha por ml da solugao tampao,
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0 detergente que induziu menor reacao toxica em fumo foi
© ODD, e a maior concentragao que induziu um minimo de reacdo na planta
teste receptora foi 9%Z. A concentragao do inibidor de 7. ulmifolia que,
apesar de nao ter sido a que induziu maior inibigao, foi cousiderada me
lhor para trabalhar foi a obtida com I g de folha em 3 ml de tampao., Em
concentragoes superiores o suco fica altamente viscoso e dificil de ser

aplicadeo.

Tambem nestes experimentos o alquilbenzenosulfonato de

sodio foi mais toxico que o produto comercial acabado.

4.3, Resultados dos testes realizados com o suco de T, ulmifolia e
com o detergente comercial ODD

Apos escolha dos dois inibidores que melhor se conduzi -
ram nos testes exploratorios iniciais, passou-se a comparar oS seus e

feitos inibidores em uma série mais detalhada de testes,

4.3.1, Determinagao do efeito inibidor exercido sobre diferen -

tes virus

Foram feitos trés testes com 3 potyvirus e com o virus
do mosaico da alfafa, para determinar o efeito dos dois inibidores sO
bre a transmissao mecanica destes, Foram inoculados 120 mamoeiros e 90
feijoeiros (180 folhas) e os resultados estao apresentados na tabela 5,
0 suco de T.ulmifolia exerceu um efeito inibidor maior na transmissio
do virus do mosaico do mamoeiro (cerca de 96,67) do que na dos trés ou-
tros testados, A inibicao provocada pelo ODD foi bem semelhante para- os
quatro virus, tendo sido ligeiramente maior no caso do virus do mosaico
do mamoeiro (100%). No caso do virus ¥ de Piracicaba e no da acro-necro
se, o nimero de plantas que apresentaram posterior infecgao sistemica,-

foi tambem bem menor que o do controle.
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4.3.2, Aplicacao dos inibidores misturados com o indculo ou a

pos a 1nocu1agao mecanica do TMV

Estes testes foram realizados com o objetivo de 1nvest1

gar alguns aspectos relaciomados ao mecanismo de acao do inibidor,

0s resultados obtidos em 3 testes, nos quais foram ino-
culadas de 12 a 14 folhas em cada um, estio discriminados na tabela 6,
0 suco de T,ulmifoliaq fol efetivo somente quando aplicado junto ou 1me
diatamente apos a inoculacao mecdnieca. Quando aplicado 30 minutos apos,
foi totalmente ineficaz. No caso do ODD, este foi igualmente eficaz se
aplicado junto com o indeculeo ou 30, 60 minutos e 4 horas apos a inocula
¢d0. nio teve nenhum efeito quando aplicado depois de um intervalo de
24 horas,

4.3,3. Aplicagdo prévia dos inibidores em plantas de fumo e ma
mao e inoculacdo do virus ap0s vdrios intervalos de tem

PO

0 objetivo principal destes testes foi o de determinar
o tempo de duragao do efeito inibidor das duas substancias testadas, a~

pos sua aplicagao as plantas,

Os resultados descritos na tabela 7, representam os da
dos cbtidos em 3 experimentos utilizando em cada um 10 mamoeiros e cer
ca de 15 a 16 folhas de fumo TNN. O ODD exerceu praticamente a mesma i
nibicao quando aplicado até 4 dias antes da inoculagao mecanica, Apos
8 dias sua inibicao caiu um pouco, porem permaneceu alta (76,67 para o
VMM e 81,37 para o TMV) e apos 12 dias foi ainda capaz de inibir consi
deravelmente a infeccdo (403 para VMM e 60,7% para o TMV). O suco de
T.ulmifolia apos 4 e 8 dias de aplicagao, teve seu efeito inibidor di
minuido de 96,67 para 6 »6 e 13,37 caindo para 107 12 dias apos, A ini-

bicao da formacao de lesces locais pelo TMV caiu de 95 para 68,5 aos 4




Tabela 6. Resultados dos testes em que se aplicou o

inibidor

misturado com o indculo ou apos a inoculagao do TMV

a diferentes intervalos de tempo

Intervalo entre

N¢ médio de lesoes na meia folha tratada-
(T), controle (C) e porcentagem de inibi-

inoculagao e a cao (ZIN)
giigigao do ini T.ulmifolia ODD

T C ZIN T C ZIN
JuRto com e 78 761 89,7 16 729 97,7
iﬁggiata“‘e“e 185 847 78,1 24 759 96,8
30 minutos apos 868 867 0 23 764 97,0
60 minutos apos 799 801 0 36 844 95,7
4 horas apos 930 926 0 40 835 95,2
24 horas apos 788 787 0 817 815 0

36~
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dias, aos 8 dias para 35,97 e aos 12 dias nao exerceu praticamente mais

nenhum efeito inibidor.

4.3.4. Aplicagao dos inibidores na face inferior das folhas e i
noculacao na face superior

Nessa fase dos experimentos, os inibidores foram aplica-
dos na face inferior da folha 24 horas antes da inoculagao na face opos
ta, para investigar se haveria possibilidade de translocacao do inibi =
dor daquelas células para as que seriam inoculadas com o TMV ou VMM, Os
dados obtidos estao representados na tabela 8, onde se pode observar -
que ambos os inibidores provocaram uma certa diminuicdo no nimero de le
soes locais em relagao ao controle, mesmo quando a aplicagao se da nu
ma face da folha e a inoculagao na outra. Tanto para o TMV quanto para

o VMM, o ODD foi mais efetivo que o suco de 7.ulmifolia.

4.3.5. Efeito de diferentes concentraches dos inibidores sobre a
infetividade do TMV a uma concentracio constante

Foi testado o efeito inibider do extrato foliar de 7.ul-
mifolia em 5 concentragoes e do ODD também em 5 concentracoes, sobre a

infetividade do T™V (indculo padrao diluido 1/100 em tampao fosfato) -
em plantas de fumo TNN.

Os resultados, discriminados nas tabelags 9 e 10 e figura
2, indicaram que a porcentagem de inibicao de ambos os inibidores aumen

tou com a concentragao destes,

4.3.6, Efeito de uma concentragio constante dos inibidores so-
bre a infetividade do TMV em diferentes concentracgoes

Nesses testes, suco de 7,ulmifslig na concentragao de

1 /20 ml e ODD a 37 foram testados sobre a infetividade de diferentes
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Tabela 8. Resultados dos testes nos quais a aplicacao do inibidor foi =*
feita na face inferior da folha e as inoculagoes mecanicas, -

dos virus do mosaico do mamoeiro e do fumo, na face superior

N9 de testes (T), de plantas inoculadas (INO)
e infetadas (INF), numero medio de lesoes na
meia folha tratada (LT) e controle (LC) e por.

Inibidor centagem de inibigao (ZIN)
Mamao Fumo
T ING INF ZIN T LT LC ZIN

suco de I, ulmifolia

4 40 34 15 3378 500 35,9
(1 g/3 ml)

Tampao fosfato

(controle)

oDD - 9% 330 20 33,3 3 424 709 40,1

Agua(controle) 3 30 30 0 - - - -




Tabela 9. Resultados dos testes em que se investigou o efeito

nibidor do extrato foliar de T, ulmifolia

a uma concentracac constante

40,

i

sobre o TMV

*Porcentagem de inibicao da infecgao obti  Porcentagem

gg?iiggr da em 6 experimentos méd%aﬁde i
(g/ml) 1 2 3 4 5 g nmibigac

1/1 78,8 89,2 85,9 88,7 96,4 93,1 87,6

1/5 71,5 91,5 80,0 86,3 92,7 87,0 83,7

1/25 39,0 48,2 44,6 43,5 56,9 48,6 45,0

1/125 18,3 25,4 20,7 21,5 22,3 20,8 21,0

1/625 15,2 21,0 20,0 19,6 19,9 18,9 18,8

* Ngowfoi possivel apresentar os resultados do nimero medio de
lesoes por meia folha devido a grande quantidade de dados que

teriam que ser inseridos na tabela.
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Tabela 10. Resultados dos testes em que se investigou o efeito de

diferentes concentragoes de ODD sobre a infetivividade

do TMV a uma concentracao constante

Conc, do *Porcentagem de inibigao da infecgao obti Porcentagem
inibidor da em 6 experimentos média de i
(%) 1 2 3 4 © 5 nibicao
10 93,5 90,7 97,7 95,9 93,6 97,7 93,7
1 72,7 75,1 74,3 76,5 82,1 88,4 78,3
1071 25,9 35,0 45,5 36,3 42,3 48,8 38,0
1072 17,1 21,6 23,4 22,5 19,8 31,8 22,2
1073 15,9 19,2 21,0 19,8 18,5 25,6 19,5

* Nao foi possivel apresentar os resultados do numero medic de -
lesces por meia folha devido a grande quantidade de dados que
teriam que ser inseridos na tabela.
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concentragoes do TMV, obtidas por diluigio do ingculo padrao com tampao

fosfate 0,01M, pH 7,

0s resultados das porcentagens de inibicao induzida pe-
los inibidores para cada concentragao de TMV utilizada, se encontram -
nas tabelas 11 e 12 e figuras 3 e 4. Esses dados mostram que a porcenta
gem de inibigac aumentou com a dilui¢ao do indculo para ambos os inibi~-

dores,

Foi efetuada uma analise de regressao para as retas obti
das em cada uma das 6 repeticGes feitas para cada inibidor, colocando ~

em abcissa o logaritmo das concentragoes do virus e em ordenada os nume
ros medios de lesCes por meia folha observado quando o virus foi inocu-
lado nas meias folhas previamente tratadas e nas nao tratadas (controle),
0 ajustamento dos pontos foi feito utilizando o método dos minimos qua-
drados e a media geral desses pontos esta representada na tabela 13, As
inclinagoes das retas obtidas para as preparacoes de virus tratadas com
Toulmifolia (y = 292 + 82,7 x) e respectivo controle (y = 454 + 105 %)

diferiram significativamente entre si (figura 5). O mesmo ocorreu com
as obtidas para as preparacoes tratadas com ODD (y = 104,2 + 32,5 x) e

respectivo controle (y = 378,2 + 98,3 x), ilustradas na figura 6.

4.3.7. Acao sobre a ultra estrutura da particula do TMV

O aspecto morfoldogico das particulas de TMV tratadas com
ambos os inibidores nao mostrou diferengas detectaveis nos testes de mi
croscopia eletronica realizados. A figura 7 mostra a distribuicao da -
porcentagem de particulas nos diferentes comprimentos, calculados a par
tir da contagem e medicao efetuadas em fotografias aumentadas 50,000
vezes, correspondentes a area de 8,784 umz. As preparagoes referentes -
a0 tratamento do virus com o suco de T.ulmifolia deram uma maior porcen
tagem de particulas pequenas em relacao ao controle e ao tratamento com

ODD. Foi feita uma analise estatistica do nimero de particulas com com-




- % . .
Tabela 11, Efeito de uma concentracao constante de T.ulmifolia so

bre a infetividade do TMV em diferentes concentracdes

- - ad1i 0 -

Media do nimero total Porcentagem Media do n.'deflfh

Conc.do de lesces obtidas nos media~de _1_ stgsdpor me“é olna
indculo 6 experimentos nibigao (ZIN) ©2P-1¢as nos b expe

ot rimentos
padrao
Tratadas Controle ZIN Tratadas Controle

1 5241 7224 27,4 138, 8 456,2

1071 2839 5438 47,8 184,1 354 4

1072 1272 3578 64,4 79,6 221,7

1073 271 1924 85,9 17,9 128,0

107 79 681 88,4 5,0 44,1

*Concentragao de I.ulmifoliaq = 1g/20 ml
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Tabela 12. Efeito de uma concentracao constante®de ODD sobre a in-

fetividade do TMV em diferentes concentragoes

L . Media do N9 de le-
Média do nimero total Porcentagem . z.. ., neia folha

Cone.do de lesGes obtidas nos media de 1 o prig.q nog 6 expe~

inoculo 6 experimentos nibigao (ZIN) . o ios

adrao

P Tratadas Controle ~IN Tratadas Controle
1 2323 6612 64,9 145,2 413,2
107} 593 4175 85,8 36,7 260,8
1072 189 2230 91,5 12,1 143,4
107 31 1209 97,4 1,9 78,1
1074 3 299 99,2 0,15 13,1

*Concentragao do ODD - 37



Tabela 13. Resultado do ajustamento feito pelo méto,

do dos minimos gquadrados

Média dos pontos obtidos para os inibido~-
Conc,do res indicados

tnoculo DD T.ulmifolia
padrao
(log) Tratadas Controle Tratadas Controle
0 104, 2 378 292 454
-1 71,7 280 209 349
-2 39,2 182 127 244
-3 6,8 83 44 139

-4 -25,7 -15 -39 34
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FIGURA 5. Linhas de regressao calculadas para o TMV controle (§——@)
e para o TMV + suco de T.wimifolia Q--~-0), a partir dos
resultados do ensailo biongico sobre o efeito deste na in -

fetividade do ™MV em diferentes conventracoes,
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primento menor que 280 nm (entre 40 e 280 mm) presentes em 5 diferentes
campos fotograficos de cada uma das 3 preparacoes. 0s resultados revela
ram que o numero de particulas dentro dessa faixa de comprimento  exis
tentes nas preparagoes referentes ao tratamento das particulas virais
com o inibidor de T.ulmifolia diferiu significativamente das duas ou

tras segundo o teste de Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade,

4.3.8. Influéncia do inibidor sobre a reagdo seroldgica entre a

particula do TMV e o antissoro

A figura 8 (eletrommicrografias a - c) representa o0s re
sultados obtidos nos testes em que telinhas de cobre previamente cober-
tas com moleculas de anticorpo foram colocadas sobre a mistura virus -
inibidor e virus tampao {(controle), A eletrommicrografia designada pela
letra a representa a mistura virus—inibidor de T. ulmifolia, a b virus-
ODD a 92 e a c representa o controle, 0 que se pode observar e que no
controle o numero de particulas que se ligaram 3 telinha foi muito maior
do que nas 2 outras preparagoes em que o virus foi tratado com os inibi-

dores,

Foi feita uma contagem das particulas presentes em 5 di-
ferentes campos fotograficos de cada um dos tratamentos e do controle ,
e os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, Segundo o
teste de Tukey, o nimero de particulas presentes nas preparagoes em -
que o virus foi tratado com os dois inibidores nao diferem entre si, -
mas ambos sao significativamente menores que o do contrele ao nivel de
17 de probabilidade. A figura 9 mostra o nimero de particulas em cada

tratamento.

A figura 10 mostra as eletrommicrografias referemtes as
preparagoes nas quais as particulas de TMV foram tratadas com o inibidor
de T, ulmifolia () ou com tampao fosfato 0,01M,pH 7 (e} e "decoradas"

com moléculas de anticerpo. Pode-se observar que as particulas trata -



FIGURA 8. Eletrommicrografias mostrando a redugao no nimero de particulas ade
ridas as telinhas cobertas com antissoro (SSEM) induzida pelo trata
mento do virus (antigeno) com o inibidor de T.ulmifolig (a) e 0DD(B)
em comparagao com o controle tratado apenas com Agua ou tampao fos-
fato {(c).
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FIGURA 10, Eletrommicrografias mostrando a interferencia do inibidor de
T. ulmifolia na decoragao de particulas de TMV, que foram re
cobertas por um numero muito menor de moléculas de anticorpo
(d) quando tratadas com este inibidor do que quando foram -
tratadas com tampao fosfato nas preparagoes controle (e)
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tadas com tampao fosfato presentes nas preparagges que serviram  como
controle foram intensamente "decoradas" com moleculas de anticorpo ao
passo que as tratadas com o inibidor nac mostraram praticamente nenhu

ma decoragao.,

As telinhas com virus que foram colocadas em ODD e de
pois no antissoro mostraram que nao havia particulas em todos os cam
pos examinados, indicando que estas haviam sido desprendidas das mes

mas pelo detergente,

4.3.9. Efeito sobre a disseminacao do VMM através do vetor

Mamoeiros previamente tratados por pulverizacao foliar

com os inibidores foram submetidos 3 transmissao atraves do vetor
virulifero Myzus persicge. Os resultados expressos na tabela 14, mos
traram que nenhum dos dois inibidores exerceu efeito significante so

bre a transmissac do VMM pelo afideo vetor,

4.3,10, Reducao na disseminacao mecanica do TMV em opéragées de
transplante de fumo e tomate

Nestes experimenfos os inibidores foram utilizados na
operagao de transplante de fumo e tomate sob condicoes de estufa, Fo
ram feitos & experimentos empregando 45 mudas de fumo e 45 de tomate =
para cada tratamento, perfazendo 450 plantas por experimento e 2,700 /
plantas no total, Os resultados para o transplante de mudas de tomate
e de fumo bem como de sua analise estatistica estao representados nas
tabela 15 e 16. Algumas plantas de tomate morreram apos o transplante,
de modo que foram apresentados os nimeros das plantas que sobreviveram.
Tanto para o fumo como para o tomate os dois tratamentos que se desta-
caram dos demais e do coﬁtrole, mostrando uma grande redugao na disse~
minacao em relagao ao controle, foram aqueles nos quais as maos conta-

minadas foram lavadas em suco de 7, ulmifolia na concentragao de

1 g/3ml e em ODD a 97 antes do transplante,



Tabela 14, Determinacao do efeito dos inibidores sobre a,

transmissao do virus do mosaico'do mamoeiro -

pelo vetor Myzus persicae

-

N9 de plantas 1-
noculadas (INO) ,

No d N¢ de afi *
Tratamento ¥ e deos por infetadas (INF) e
testes planta porcentagem de
infecgao (ZINF)
INO INF ZINF
Suco de T,ulmi-
. 3 20 30 28 93,3
folia
Tampao fosfato
(controle) 3 20 30 27 90,0
0DD-9% (3 pul~
L. 4 25 40 35 87,5
verizagoes)
Agua (controle) 4 25 40 38 95,0

57,
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Quando as mudas foram previamente pulverizadas com ODD a
97 antes de serem transplantadas com maos contaminadas a porcentagem de
infecgao nao diferiu muito do controle, além do fato de as mudas de to
mate terem apresentado rea¢ao de alta fitotoxicidade externada por en
gorvinhamento e deformacao das folhas devidas 3 pulverizacao. Lavagem
de maos contaminadas com suco de T.ulmifolda diluide (1 g/ 15 ml), ape
sar de ter sido um pouco melhor no transplante de mudas de fumo, foi su

perado pelos dois anteriores,

4,4, Resultados das tentativas iniciais de purificagao do  inibidor
de 7., ulmifola

As atividades inibidoras das diferentes amostras coleta-
das ao longo do processo de purificagao do primcipio inibidor existente
no suco de T, wlmifolia, bem como das outras alternativas experimenta-
das, estao discriminadas na tabela 17, As porcentagens de inibicao fo

ram calculadas em relagao a da induzida pela aplicagao do suco bruto,

A amostra 1, que representou o suco da planta extraido -
em tampao fosfato e centrifugacao, apresentou atividade sempre ligeira-
mente maior que a do suco bruto. Os demais resultados obtidos na avalia
¢ao da atividade inibidora das diferentes amostras revelaram que o ini-~
bidor nao foi retido pela coluna de Sephadex G-25 (amostras 2 e 5), e
que dos métodos experimentados para precipitacao das proteinas, aquele
em que se fez a acidificagao do suco a pH 4,3 e posterior adigao de 1,6
volumes de etanol apresentou resultado melhor (amostra 5 e 6) do que
quando foi feita precipitacao com etanol sem acidificacao prévia (amos-

tra 4) ou com sulfato de amdnia (amostra 33,

Os resultados das amostras de nimeroc 8 a 11, correspondentes
as aliquotas retiradas das fragoes obtidas na eluigao da coluna de CM~-
celulose, na etapa final do processo de purificagao utilizado, sugerem
que o inibidor deve ter sido eluido na fragao b, representada pela a

mostra 9,



Tabela 17. Resultados dos valores de inibigcao -
obtidos nas diferentes sequencias e
etapas do processo de purificacgao do
inibidor de T.ulmifolia
N? medio de lesoes ob  porcentagem

Amostra tidas nos experimentos padia de i-
Tratadas Controle nibicao

Suco bruto 19 191 90, 0

1 12 273 95,6
2 160 _ 297 46,1
3 65 , 257 74,7
4 72 290 75,1
5 19 348 94,5
6 1 115 99,1
7 6 108 94,4
8 88 113 22,1
9 42 | 158 73,4
10 151 196 22,9
11 84 117 28,2

61.
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4.5, Tratamentos realizados com a fracdo b contendo o inibidor puri
ficado

No final do processo utilizado para purificacio do ini
bidor de T, ulmifolia a segunda fragao (amostra 9), eluida na coluna /
de CM~ celulose, que apresentou a maior atividade indicando a presenca
maior quantidade da substancia inibidora, foi submetida a alguns  tes

tes visando a caracterizagao de sua natureza quimica.

4.5.1. Tratamento enzimatico, com TNBS, EDTA e concentracdo a

Vacuo

A avaliagao da atividade inibidora das diversas amostras
testadas foil feita'utilizando-se o ™V em plantas de fumo TNN, Os re -
sultados dos tratamentos do inibidor com tripsina, quimiotripsina, papa
ina, TNBS e EDTA estao representados na tabela 18. Os dois trata -
mentos que pareceram afetar a atividade do inibidor foi o com papaina
e INBS. O primeiro reduziu a atividade inibidora da fragao b de 71,5 /
para 377 e o segundo para 437. 0 EDTA inibiu a formagcao de lesces lo -
cals tanto na meia folha tratada como na controle, A aliquota que foi

submetida a concentragdo a vacuo apresentou atividade de 97,6%.

4.5.2, Dosagem de proteinas e carboidratos

A dosagem de proteina pelo método de comassie‘biue, na
fragao purificada, indicou uma concentragio de 74 mg/ml. A concentra -

gao de carboidrato determinada pelo meétodo de antrona foi de 11 mg/ml.
4,5.3, Atividade RNAse

A fragao purificada n3o apresentou nenhuma atividade
de RNAse,
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Tabela 18. Resultados obtidos nos testes em que o imibi,

dor foi submetido a diferentes tratamentos

Fragdo purificada N9 médio de lesoes ~  porcentagem
(b) submetida aos por meia folha media de i-
tratamentos abaixo  Tratadas Controle mnibigao
S/tratamento 109 384 71,6
(controle)

Tripsina 60 210 71,4
Quimiotripsina 100 301 66,7
Papaina 185 294 37,0
TNBS 146 256 43,0
EDTA 0 0 -

Concentracac a vacuo 3 130 97,6
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4.5.4, Estabilidade em relacdo a temperatura

0s resultados do efeito da temperatura sobre a ativida—
de do inibidor estao representados na tabela 19. Mesmo guando incubado

a 1009C durante uma hora o inibidor nao teve sua atividade alterada.



Tabela 19, Efeite da temperatura sobre a infetivi@g

de do inibidor (fracao b)

Tempo (minutos)
de agquecimento

NQ médio de lesoes-
por meia folha

Porcentagem

média de 1

a 1000¢ Tratadas Controle nibicao
O{controle) 45 141 68,0
10 31 11l 72,0
20 42 131 67,9
30 b4 129 65,9
60 43 134 67,9

65,
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5. DISCUSSAO

0 fato de diversos detergentes comerciais terem reduzido
a transmissao mecanica do virus do mesaico do mamoeiro sugeriu que essa
inibigac deveria ter sido induzida por uma substancia comum a todos e-
les, Testes efetuados indicaram que essa substancia @ o alquilbenzeno
sulfonato de sodio, utilizado como matéria prima na fabricagac destes
produtos, Maior ou menor atividade inibidora apresentada pelbs detergen
tes de diferentes marcas pode ter sido devida & concentracao desse prin

cipio ativo em cada um deles,

A maior toxicidade causada pelo alquilbenzenosulfonato -
de sodio, em relagao aos detergentes comerciais, foi interpretada como
sendo devida ds formulagoes empregadas nesses Gltimos, que visam atenu
ar as caracteristicas originais do principio ativo para que eles nao te
nham efeito deletério sobre a pele e possam ser utilizados sem restri
.gges na limpeza doméstica, A diferenga na fitotoxicidade observada para

as diferentes marcas de detergentes reforcam essa hipotese,

0 aumento na injuria foliar causado pelos detergentes
quando aplicados junto com o indbculo, pode ter sido devido a introducao
de uma maior concentragao destes dentro das células, em pontos onde a
pressao exercida pelo processo de inoculagio foi maior. Quando aplica~-

do antes, estariam uniformemente distribuidos por toda a superficie e
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nao haveria coincidéncia de serem introduzidos em maior quantidade nos

pontos de maior pressao,

Os resultados obtidos com a aplicagao dos inibidores an
tes e apos a inoculagao mecanica, os colocam, segundo a classificagao
de BAWDEN (1954) na categoria de inibidores de infeccac, Por outro la
do, o fato de o suco de 7, ulmifolia ter sido eficiente somente se a
plicado antes ou imediatamente apds a inoculacae mecdnica, sugeriu a
possibilidade de a agao desse se dar no sentido de impedir a ligacio i
nicial virus-celula, enquanto que o 0DD, que continuou sendo eficiente
mesmo quando aplicado 4 horas apos a inoculacdo mecdnica, pareceu ser

capaz de inibir antes ou apos essa ligacdo ja ter ocorrico.

VAN KAMMEN et al, (1961), trabalhando com inibidor do
suco de cravo, constatou que o efeito da aplicacao do mesmo apés a ino
culagao decresceu rapidamente com o prolongamento do periodo entre a i
noculagao e aplicagao do inibidor, Segundo esses autores, apos 30 minu
tos, ocasiao em que o suco de crave teve apenas um leve efeito inibité
rio, a maioria das particulas estariam entao irreversivelmente ligadas
aos sitios suscetiveis. Essa hipbtese poderia ser considerada valida
para o inibidor de 7. wlmifolia, ao passoc que o ODD, que agiu de um mo
do diferente, seria capaz de desprender o virus de seus sTtiios recep

tores,

TANTGUCHI (1976) estudando o efeito de varios detergen~
tes sobre a infetividade do TMV, determinou que os mesmos nic tiveram
nenhum efeito inibidor quando aplicado algum tempo antes da inoculagao
e que exerciam maior efeito quando aplicado logoe apos ou até 3 dias a

pds a inoculagao mec@nica. Os resultados obtidos neste trabalho concor

dam com os obtidos por esse autor quanto a aplicagdo apos a inoculacao,

mas discordam totalmente quanto a aplicagao antes. Como se pode obser
var pelos dados da tabela 8, os detergentes exerceram efeito inibi;é
rio mesmo quando aplicados at& 12 dias antes da inoculacao, resulta-
dos esses que foram detectados tanto para o TMV como para o virus do

mosaico do mamoeiro.
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0 efeito inibidor do suco de 7, wulmifolia também se man
teve até 8 dias apds sua aplicagao para o virus do mosaico do fumo, Pa
ra o virus do mosaico do mamoeiro esse efeito permaneceu somente  ate
1 dia apds a aplicagao o que pode ser explicado por dois fatos princi-
pais: primeiro, porque a planta-teste de mamoeirc cresce rapidamente /
no estagio em que & utilizada levando & expansio das folhas tratadas,o
que faz com que haja locails onde o inibidor nao esti presente, ou acha
se diluido. Como esse nao & sist@mico, essas areas seriam pontos susce
tiveis para infecgao viral, No caso das plantas de fumo, as folhas do
topo foram eliminadas, e as que restaram estavam quase que Do seu tama
nho maxime de expansao ao serem utilizadas, Outro fato a ser considera
do @ que o virus do mosaico do mamoeiro invade sistemicamente a planta,
de modo que nao da para quantificar a inibigao senao por contagem de
plantas doentes. Pode ser que a reducao de infeccao causada por esse i
nibidor nao tenha sido suficiente para impedir que as particulas que
conseguiram estabelecer a relacac inicial virus-planta se replicassem
e invadissem sistemicamente a mesma., Pelos resultados da tabela 8, po
de-se observar que a infecgao cai de 94,9% para 68,5% no quarto dia e
para 35,97 no oitovo. Essa redugao que pode ser quantificada por le-
soes locais poderia nao ser detectavel com virus que invadem sistemica

mente a planta.

Inimeras hipoteses tentando explicar se a acao dos ini-
bidores se da sobre o virus ou sobre a planta, tém side formuladas. -
GUPTA E PRICE (1950) tomaram 5 evidéncias como sendo indicativas de que
os inibidores agem sobre a planta: 1)aumento de inibicao pelo aumento
do periodo entre a aplicagao prévia do inibidor e inoculagao;2) separa
gao da particula viral biologicamente ativa da mistura virus-inibidor;
3) inducao de inibicdo mesmo quando aplicados em faces opostas da fo-
Iha; 4) porcentagem de inibigao mais ou menos constante quando se faz

variar a concentragao do virus, VAN KAMMEN et gl.(1961) foram um pouco

além na interpretacao de experimentos nos quais determinaram a varia-
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¢ao do nimero de lesoes locais fizando a concentragao do inibidor e va
riando a do virus. Analisando matematicamente os resultados,concluiram
que a inclinagao das retas obtidas em graficos nos quais colocaram os
logaritimos da concentracao do virus em abeissas e o nimero de lesoes
locais obtidos para preparacoes virais, tratadas ou nao pelo imibidor,
em ordenadas poderia dar indicacoes sobre o mecanismo e o provavel lo

cal de agao do inibidor, se sobre o virus ou sobre a planta.

Neste trabalho o aumento da inibicdo obtida com a dimi-
nuicao da concentracao do virus quando foram fizadas as concentragoes
de ODD e de T, ulmifolia e a analise de regressao das retas obtidas pa
ra cada inibidor e respectives controles sugeriram uma possivel  acao

de ambos os inibidores sobre o virus.

Qutra evidéncia de que os inibidores podem exercer uma
acao sobre a particula viral foi obtida em testes de microscopia ele-
tronica imuno-especifica, Neste trabalho, pode-se observar que o trata
mento do TMV com o inibidor de T.ulmifolia e com ODD nao provocou a
perda de sua capacidade antigénica, o que concerda com os dados obti
dos por FELDMAN (1963) e MORAES (1973) com a utilizag§0 do teste de du
pla difusao em agar. Mas, a técnica utilizada neste trabalho permitiu
observar que menor numero de particulas foram aderidas em telinhas co
bertas com antissoro e colocadas na mistura virus-inibidor do que na
mistura virus-tampao, tanto quando o inibidor utilizado foi o ODD como
quando foi o de I, wimifolia. E, no caso de particulas aderidas e tra
tadas com o suco de I'. ulmifolia e posteriormente decoradas, observou-
se que havia um numero muito menor de moleculas de anticorpo nas super
ficies de particulas tratadas em relagao ao controle, Esses resultados
obtidos comstituiram evidencias de que ambos os inibidores parecem a-
' gir-sobre as particulas alterando sua.capacidaée de reagao com o antis

50ro0,
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Nao foi possivel verificar o efeito do ODD sobre a deco
racao do virus porque todas as particulas que haviam sido aderidas nas
telinhas contendo antissoro foram desprendidas destas quando colocadas
no referido detergente, Esse fato sugere uma certa analogia com o que
aconteceu na inibigao da infecgio do TMV pela aplicacao do ODD 4 horas
apos a inoculagdo mecanica. E possivel que a ligacao virus-sitios re

ceptores da celula possa ser da mesma natureza que virus-anticorpo, po

dendo o detergente enfraquecé~la, desligando-a,

A ultra estrutura das particulas tratadas com ambos os
inibidores nao mostrou diferencas significativas, mas no caso em que
as particulas foram tratadas com o inibidor de T, ulmifolia, estas mos
traram-se fragmentadas, com cerca de 207 a mais de particulas menores
que 300 mm (que & o comprimento normal do virus) em relacdo ds prepara
goes controle. Considerando que essa fragmentacac inativa o virus, en
tao parte do efeito inibidor exercido por T. ulmifolia pode ser devido

a essa quebra nas particulas virais,

E difieil estabelecer se a agdo dos inibidores & sobre
o virus ou sobre a planta. Provavelmente ha inibidores que atuam sobre
os dois. Isso e mais viavel acontecer principalmente no caso de inibi-
dores de sucos de plantas e mesmo outros que agem nos estaglos inici
ails da interagao virus-célula em que a agao do inibidor pode ser sobre
a capa proteica do virus ou sobre a membrana que alguns possuem; e por
outro lado os sitios receptores da célula hospedeira. Os inibidores que
agem nessas condigoes poderiam interferir principalmente no reconheci-
mento dos sitios infectivos ou no descapeamento do virus na célula hos

pedeira,

Ha necessidade de desenvolver outras abordagens para a
valiar a acao de inibidores de virus de plantas., Os testes com modelos
de replicagao in vitro oferecem muitas possibilidades, mas tem tambem

limitacao em que a planta & deixada 3 parte. Comparacoes do efeito ini
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bidor sobre o virus completo e o desprovide de capa proteica in vivo-

seriam de bastante interesse,

A serologia @ outra abordagem bastante prometedora para
compreensao do efeito de inibidores, embora estes testes tambem fiquem
limitados 3 determinacao dos efeitos relacionados com a capa proteica
dos virus, Mas, para estudo do efeito de inibidores sobre os estagios
iniciais de reconhecimento e interagao viruSWhospedeira que, possivel-
mente, sejam de natureza semelhante 2 da reagao virus-anticorpo, sao -

as tecnicas serologicas prometedoras. Entre estas, a microscopia ele~

tronica imuno-especifica (SSEM) apresenta possibilidade de observagao

da agao de inibidores sobre a interacdo virus-anticorpo em particulas
que podem ser visualizadas e quantificadas, O tratamento de prepara
¢oes antes da unizo virus-anticorpo ou depois pode formecer indicagces
sobre se os efeito sao de bloqueio ou de enfraquecimento da unido esta

belecida,

Suco de T, ulmifolia e o ODD foram excelentes inibido -
res da transmissao mecidnica do virus do mosaico do mamoeiro mas  nao
foram capazes.de inibir a transmissao desse virus através do vetor, Es
te fato torna-se compreeensivel, se for considerado que esse vetor co
loca o virus em plasmodesmas de células superficiais ou do mesdfilo, -
em regioes onde o inibidor nio estd presente., No caso da inoculagao me
canica a probabilidade de o inibidor ter acesso &s particulas virais @

muito maior,

Boa redugao na disseminagio do TMV em operacio de trans
plante de mudas de fumo e tomate foi conseguida com o uso dos dois ini
bidores. Nos testes em que se contaminou as maos com o virus e em  se
quida se as mergulhou em solucoes contendo os inibidores, os resulta -
dos foram melhores do que quando as mudas foram previamente pulveriza~—
das com ODD e depois transplantadas com as maos contaminadas. Tsso pro
vavelmente ocorreu porque no Gltimo caso, a mao contaminada tocou par
tes da planta onde o inibidor nao estava presente, come a face inferior

das folhas,
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Muitas substancias tém sido indicadas para serem empre-
gadas no controle da disseminagao mecanica do TMV em operacoes culty
rais ou mesmo em casa de vegetacao, 0 leite ou seu soro propiciam redu
gao razoavel na disseminacdo do TMYV, Entretanto, trata~se de substancia
um pouco mais diffcil de ser manipulads que os detergentes comerciais
que podem ser adquiridos e estocados sob qualquer condicao por  tempo
indefinido. Sao produtvs baratos, ndo toxicos, e que proporcionaram me
todo eficiente de controle, podendo ser empregado na lavagem ou sim
ples molhamento frequente das maos sem causar praticamente nenhum aumen

to na mao de obra do trabalhador., O suco da planta, apesar de eficien-

te, oferece maiores dificuldades de utilizacao,

Outra possibilidade de emprego desses inibidores, que
estd sendo investigada, & o seu uso para eliminar contaminacao na lim-
peza de material ou ferramentas contaminadas com virus facilmente -
transmissiveis mec@nicamente, Resultados preliminares tem mostrado que
almofarizes utilizados para extragio do TMV podem ter sua contaminagao
totalmente eliminada se ficarem de molho em soluciio de detergente, B
possivel que eles possam também ser eficientes na desinfestagao de fer-
ramentas contaminadas como tesouras de poda, facoes, canivetes de en-
xertia, ete., cuja transmissao mecinica a epidemiologicamente importg&

te,

Os resultados obtidos nas tentativas iniciais de purifi
cagdo do inibidor de T, ulmifolia indicaram que, como ocorre com a maio
ria dos inibidores de sucos de plantas, deve ser do grupo das protei -
nas. O fato de ter se comportado de modo semelhante Aquele descrito por
diferentes pesquisadores em t&cnicas utilizadas na purificacao de ou
tros inibidores (KASSANIS e KECZKOWSKI, 1948; WYAT e SHEPHERD, 1969; -
GRASSO E SHEPHERD, 1977;etc.)como precipitacao das proteinas que  foi
melhor com etanol em suco previamente acidificado do que as demais op

coes experimentadas, a propriedade de nao passar atraves de uma menbra

na de dialise, mesmo sob pressao, como a demonstrada na concentracao a
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vacuo, nado ter sido retida pela coluna de Sephadex G~25 e de ter sido
isolada por fracionamento em coluna de CM-Celulose sio favoraveis a

essa hipdtese,

Os tratamentos a que foi submetida a fragao purificada
indicaram que papaina e TNBS que ataca o grupo €- amine da lisina de
uma proteina, reduziram sua atividade, reforcando assim a hipdtese de
ser o inibidor uma proteina. A dosagem de proteina na fracao purifica
da indicou uma pequena quantidade desta, de modo que a substancia ini

bidora de I. ulmifolia deve ser uma proteina de alta atividade,

0 aquecimento da fracdo purificada de T.ulmifolia a
1009C por ate uma hora mostrou ser esse inibidor altamente estavel em
relacao a temperatura, caracteristica essa semelhante a detectada por
FURAKAYA E TANIGUCEI (1979) para a proteina inibidora de Phytolacca

americana,
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CONCLUSCES

1.

0 extrato foliar de T, ulmifolia e todos os detergentes comerci
ais utilizados na limpeza doméstica experimentados foram bons ini
bidores da transmissao mecanica do virus do mosaico do mamoeiro e

do fumo,

Extrato foliar de T.ulmifolig e ODD  foram capazes de inibir a
transmissao mecanica de tr8s potyvirus: virus do mosaico do mamo-
eiro, Y de Piracicaba e da acro necrose; de um tobamovirus (IMV)e

do virus do mosaico da alfafa.

O ODD inibe a transmissao mecanica do TMV até um estagio posteri-
or da relagao virus~planta ao daquele que o inibidor de 7. ulmifo

lta & capaz de interferir.

O inibidor de 7, ulmifolia premoveu fragmentagao significativa -
das particulas do TMV, e interferiu na uniao do anticorpo~ antlge
no (decoragao). 0 ODD e o inibidor de 7, ulmifolia interferiram

na uniao antlgenO*antlcorpo (anticorpo na tela),

Os inibidores estudados reduziram a disseminagao mecanica do TMV

em transplante de mudas de fumo e tomate; o ODD ou outro detergen

‘te. comercial analogo podem ser empregados no controle da dissemi-

nagao do TMV,
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6. 0 inibidor extraido do suco de T, ulmifclic se comportou como u~
ma proteina, analogamente a muitos outros inibidores isolados de

plantas, Tem ele alta estabilidade em reiaggo a temperatura,
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7. RESUMO

Foram detectados dois fortes inibidores da transmissao
mecanica do virus do mosaico do mamoeiro em uma triagem efetuada entre
diferentes substancias quimicas e sucos de diferentes especies de plan
tas. Foram eles o detergente comercial ODD, utilizado na limpeza domes-

tica, e o suco de Turmera ulmifolia L.

Foi estudado o mecanismo de acio desses inibidores sobre
a transmissao do virus do mosaico do mamoeiro e do fumo, porém alguns
outros testes realizados mostraram que eles foram capazes de inibir a
transmissao mecanica de outros virus como o do mosaico da alfafa, Y de

Piracicaba e acro-necrose

A inibigao pela aplicagado prévia do suco de T, ulmifolia
em mamoeiro mostrou efeito positivo quando feita um dia antes, mas nao
4 ou mais dias antes da inoculagao mecanica. 0 ODD mostrou boa inibi
¢ao quando aplicado 8 dias antes (76,67) e mesmo aplicado 12 dias antes
induziu inibicao de 40%. Com o virus do mosaico do fumo (TMV) o  inibi
dor de T. ulmifolia exerceu algum efeito positivo aplicado até 8 dias
antes da inoculagao (35,9%); o ODD teve efeito inibidor razodvel mesmo

quando aplicado 12 dias antes (60,7%).

Quando esses inibidores foram misturados com o indculo

ou aplicados imediatamente apds a inoculacio do TMV em plandas de fu
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mo TNN, houve bom efeito inibidor. Apos 30 minutos ou mais o suco da
planta nao exerceu mais nenhum efeito enquanto que o 0DD fol .efetive
quando aplicado 4 horas apos, e ambos nao exerceram nenhum efeito quan-—
do aplicados 24 horas apos. Esse comportamento os caracterizaram como 1

nibidores de infeccgao.

Quando se fixou a concentracao do TMV e se variou a dos
inibidores a porcentagem de inibiciao aumentou com o aumento de conmcen -
tragao destes, Quando se fixou a dos inibidores a porcentagem de inibi

¢ao aumentou com a diluicdo do virus.

Nos testes de microscopia eletronica imuno-especifica, -
telinhas com antissoro colocadas sobre misturas do virus com ambos os
inibidores , mostraram redugao significativa de particulas ligadas em
relacao ao controle, Quando decoradas as particulas passadas pelo antis
soro, pelo virus e depois pelo inibidor de T.ulmifolia, observou-se um
nimero muito menor de moléculas de anticorpo aderidas em sua superficie
do que nos controles. Observou-se tambem que preparagoes tratadas com
suco de T.ulmifolia apresentaram um maior niimero de particulas fragmen-
tadas, Foi feita a sugestao de que a tecnica de microscopia eletronica
imuno especifica (SSEM) & uma abordagem prometedora para estudos sobre
o estagio inicial de reconhecimento e interagao virus hospedeira poden-
do formecer indicagoes sobre se os efeitos do inibidor sio de bloqueio

ou enfraquecimento da unizo estabelecida.

Os inibidores nao impediram a transmissio do virus do mo
saico do mamoeiro atraves do vetor, mas foram eficientes no controle da
disseminacao do TMV em operagoes de tramsplante de fumo e tomate, F su
gerido o uso de ODD em operagoes culturais no campo ou em estufa e mes
mo em desinfestagac de ferramentas para controle de fitovirus em que a

transmissao mecanica & epidemiologicamente importante,

Durante o processo empregado para purificagdo do inibi -

dor do suco de T,ulmifolia, este se comportou como a meioria dos inibi-
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dores de plantas, ja purificados anteriormente, de natureza proteica,
Tratamento com papaina e TNBS diminuiram a atividade do inibidor, Aque

cimento a 1009C por uma hora nao exerceu nenhum efelto sobre sua  ati
vidade,
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8. SUMMARY

DETECTION OF TWQ PLANT VIRUS INHIBITORS AND DETERMINATION OF THEIR
PROPERTIES

Exploratory screening of a number of chemical substances
and of plant juices from many species permitted the detection of two
effective plant virus inhibitors: ODD, a comercial household detergent
sold in Brasil, and the leaf juice of the Turmeraceae, Turmera ulmifo -
lZa L. Both inhibitors were tried against tobacco mosaic and papaya
ring spot viruses in the majority of tests, but they were also active
against two potyviruses that infect bean and alfafa mosaic virus. Seed
lings of papaya (Carica papaya L.), Turkish necrotic tobacco (Wicotiang

tabacum L.), and bean (Phaseolus vulgaric L.) were used as test plants,

The inhibitory present in the leaf juice of T.ulmifolia,
as well as that in ODD, are inhibitors of virus infections and not of
virus replication, Both were effective when applied prier or immedia
ately after inoculatiom, although ODD was still effective when treaf-—
ment was 4 hr afterwards, These results were interpreted as indicating
the leaf juice inhibitor was an impediment in the initial interaction

virus-host cell, whereas that in the detergent could act likewise or

after it had occurred.
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The virus inhibitory effect of ODD is atfributed to its
main constituint, sodium alkylbenzenesulfonate, a compoment of most
commercial brands of detergents. Virus inhibition was also obtained -
with samples of the industrial chemical used in the manufacture of 0DD,
The inhibiting substance present in the leaf juices of T,ulmifolic was
partially purified and behaved in the trests as a heavy molecular, heat

resistant protein.

Serologically specific electron microscopy of TMV parti
cles treated with the two inhibitors showed that there were fewer virus
particles retained by the antiserum on the carbon coated grids when
they were treated with the inhibitors than in the untreated checks, -~
Also decoration of particles adhered to the antiserum on the coated -~
grids and further treated with the plant juice inhibitor and antiserum,
was interfered with, The plant juice inhibitor increased virus particle
fragmentation by about 20%. ODD applied afterwards, removed virus -
particles that had adhered on the antiserum on carbon coated grids., It
is emphasized that the SSEM technique is an important addition for the
studies of virus inhibition as related to the virus coat protein or

menbrane, and initial stages of infection (recognition and interaction),

The inhibitor present in ODD and in the juice of T, uim
folia failed in preventing papaya ring spot virus trausmission by Myszus
persicae, But they were effective in reducing TMV spread by  handling
when transplanting tomato or tobacco seedlings. Commercial detergents
are discussed as being of practical application in minimizing losses
due to virus diseases in which mechanical transmission is epidemiolo -
gically important and can be used in handling the plants or the steri-

lization of tools,



9. ABREVIATURAS

EDTA

TAC

NAA

PVX

PVY

6-BA

SDS

SSEM

TNBS

TNN

§

acido etilenodiaminotetracético

Instituto Agronomico de Campinas

acido naftalenc acético

virus X da batata

virus Y da batata

acido 6-benzilaminopurinico

dodecilsulfato de sddio

"serologically specific electron microscopy
virus do mosaico do fumo (“tobaceo mosaic virus")
acido trinitrobenzenosulfdnico

fumo turkish NN

virus do mosaico do mamoeiro
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