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DIFUSAO RADIAL PARA A DETECCAO DO VIRUS
X NOS TECIDOS VEGETAIS IMPLANTADOS
NO GEL Y
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1. INTRODUCAO

Um dos mais sérios problemas da cultura da batata advém da grande sus-
cetibilidade dos cultivares comerciais as viroses de degenerescéncia, que lhes re-
duzem o vigor e a produtividade. As viroses tendem a agravar-se, porque a bata-
teira é multiplicada vegetativamente e os virus acumulam-se, de uma geracao pa-
ra outra, através dos tubérculos produzidos pela planta doente (14).

Dentre os muitos virus que infectam essa cultura encontra-se o virus x da ba-
tata (PVX). O PVX (R/1: 2,1/6:E/E: S/(Fu)) (2) causa a enfermidade denominada
mosaico latente e transmite-se por contato, mas ndo por insetos. Os virions do
PVZX, particulas virais completas e funcionais, medem 515 X 13 nm (2). Dependen-
do da temperatura, da estirpe viral e dos cultivares, podem estar associados desde
com a completa auséncia de sintomas externos, com mosaico nos espacos inter-
vervais, até como a necrose do broto terminal. Em cultivares muito sensiveis tém
sido verificados até 50% de reducdo na produtividade. Todavia, na maioria dos
cultivares mais comuns, raramente atinge 10% (7).

A ocorréncia de infecgao multipla do virus X e do PVY na batata constitui
problema muito sério, visto que, em decorréncia do efeito sinérgico, os danos a ba-
tateira sdo maiores que a soma dos danos causados pelos dois virus separada-
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mente. Essa constitui a enfermidade denominada mosaico rugoso (14). Também
com o virus A da batata o PVX atua sinergicamente na batata.

Uma das metas do programa de producio de batata-semente € o controle das
viroses, que requer o desenvolvimento de técnicas para a detecgao dos virus no
material. Para serem de real utilidade, essas técnicas devem ser de facil execucio,
fornecer resultados fidedignos e em curto prazo e ser capazes de detectar o virus
presente em diminutas concentracdes na amostra vegetal.

No inicio, o Ministério da Agricultura utilizava o bioteste, que consiste na ino-
culagio de plantas indicadoras (6, 7). Apesar de relativamente sensivel, esse méto-
do apresentava o inconveniente de ser trabalhoso e demorado. Ao contrario, os
testes sorologicos, pela facilidade de aplicacao e pela rapidez com que proporcio-
nam resultados conclusivos, vém sendo empregados com sucesso ha algumas deé-
cadas nos Estados Unidos e na Europa.

Quanto aos métodos sorodiagnasticos de imunodifusio em gel, logo populari-
zados para fitovirus de particulas icosaédricas, fol necessario mais tempo para
que a sua aplicacdo se estendesse aos virus de particulas alongadas. Varias técni-
cas foram tentadas para fragmentar, ou dissociar esse tipo de particulas, e, desse
modo, permitir-lhes a difusdo através do gel e a interagao com os anticorpos ho-
mologos. REICHMANN (10) comparou varios produtos quimicos capazes de pro-
mover a dissociacio do PVX e concluiu que a piridina foi o que originou a fragao
protéica mais homogénea. TOMLINSON e WALKEY (16) produziram fragmentos
a partir das particulas virais, tratando-as com ultra-som. Os fragmentos forma-
ram, no gel, uma 1inica e nitida linha de precipitado com os anticorpos para o vi-
rus.

SHEPARD e SECOR (13) compararam os anti-soros obtidos com o PVX e
com a sua proteina dissociada com piridina e verificaram que ambos reagiam aos
antigenos homoélogos e heterdlogos. Todavia, 0 anti-soro para a proteina apresen-
tava titulo mais alto, sendo, portanto, mais adequado para os testes sorologicos.
Compararam também as técnicas de difusdo radial e difusdao dupla e verificaram
que a primeira era mais sensivel que a segunda na detec¢cao do PVX no extrato
foliar. Essa técnica foi adequada também a diagnose desse virus em brotacoes de
tubérculos (12). Em 1970, SHALLA e SHEPARD (11) concluiram, baseados em al-
gumas propriedades fisicas, que, durante a dissociacéo, ocorriam mudangas na
conformacao da proteina do PVX, com a formacao concomitante de novos deter-
minantes antigénicos, 0 que provavelmente explica a disparidade antigénica en-
tre o PVX e a proteina dissociada do PVX.

A técnica de difusiao radial foi modificada por SLACK e SHEPHERD em 15875
(14,. Esses autores desenvolveram um método em que fragmentos de folhas de ce-
vada eram colocados diretamente sobre um gel que continha, além do anti-soro
para o virus do mosaico-em-faixa da cevada (BSMV), dibutilnaftaleno sulfato de
s56dio (LEONIL), um detergente que dissocia particulas virais. LIMA (4) fez uma
adaptacao dessa técnica e detectou o «Blackeye cowpea mosaic virus» (BICMV)
em hipocotilos de caupi colocados diretamente sobre um gel com dodecilssulfato
de sodio (SDS), outro eficiente dissociador de fitovirus. HINOSTROZA DE LE-
KEU (3), utilizando essa técnica, que tem a vantagem de dispensar a trituragao
dos tecidos e o tratamento prévio dos antigenos, detectou o PVY em fragmentos
foliares de batateira, em meio com anti-soro para esse virus e 0,6% de LEONIL.

O presente trabalho teve por finalidade isolar, purificar e produzir anti-soro
para o PVX, dissociar o virus em seus componentes, preparar anti-soros para a
proteina capsidial dissociada, PVX (D) (15), e, finalmente verificar, dispondo de
ambos os tipos de anti-soros, com qual deles e sob que condi¢des se tornaria via-
vel a difusdo simples em gel de agar, para a detecgao direta do PVX nos tecidos
foliares infectados e implantados no gel.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento e Identificacdo do Virus X

O isolado viral foi obtido localmente de planta de batata de procedéncia des-
conhecida. Algumas passagens alternadas em hospedeiro de lesdo local (Gom-
phrena globosa L.) e de infeccao generalizada asseguraram que nac havia outro fi-
tovirus no inéeulo, além do préprio PVX. Extratos foliares em tampao de fosfato a
0,06 M, pH 7,2, presente sulfito de sédio a 0,01 M, constituiram o inéeulo nas trans-
missoes de uma planta para outra em casa de vegetacio. A identidade do PVX foi
comprovada mediante ensaios de inoculagio em indicadoras, microscopia eletré-
nica e testes sorologicos. Entre as indicadoras, foram utilizadas principalmente G.
globosa, Datura stramonium, Chenopodium quinoa, Nicotiana tabacum, ‘White
Burley’' e “TNN’, N. sylvestris. Para as preparacoes ‘leaf dip’, tomaram-se as lesoes
tipicas pardo-avermelhadas em G. globosa e, mais tarde, as solucoes virais das
etapas finais da purificacdo. No microscopio eletrénico de transmissao Zeiss, mod.
EM 109, do Centro de Microscopia Eletronica da UFV, compararam-se, quanto a
morfologia, particulas dos virus X e Y da batata, ambas alongadas, mas de di-
mensoes distintas. Para os testes de imunodifusac em agar dispos-se de anti-soro,
AB-PVX, fornecido por W.J. Zettler, da Universidade da Flérida, Gainesville,
E.U.A. Extratos foliares de N. glutinosa com o isolado em consideracao receberam
igual volume de SDS a 3% antes de serem colocados em cavidades periféricas cir-
culares, em gel de agar ‘Noble’ a 0,9% (p/v). Este continha 0,5% SDS (p/v) e 1%
(p/v) de azida sodica.

2.2. Manutengdo e Purificacao do Virus X

Folhas de N. giutinosa com deformaciéo foliar e outros sintomas causados pelo
PVX foram finamente cortadas e deixadas em 49C, por 48 h, em dessecador com
silica gel. Esses tecidos foliares dessecados, mantidos a seguir em pequenos fras-
€os, a —18°C, serviram para a renovacao periodica do indeulo. Em casa de vegeta-
¢Ao, efetuaram-se transferéncias periodicas de uma planta para a outra principal-
mente de N. glutinosa, com o objetivo de manutencao in vivo, além de contar, em
pronta disponibilidade, com as folhas infeccionadas para as purificacoes do virus.
Um meés depois da inoculacdo de cada lote de multiplicadoras, colheram-se todas
as folhas com sintomas para uso imediato na purificagao ou para armazenamento,
a = 180C, empregado na purificacdo dentro de 6 meses.

Como na oportunidade nao se dispunha de coacervante, seguiu-se o método
de SHEPARD e SECOR (13), com modificacoes, para purificar o patégeno. O virus
X, ap6s a multiplicagao, armazenado ou nao, foi extraido em tampao de borato
das folhas de N. glutinosa, e o extrato foi clarificado com n-butanol, seguindo-se
alguns ciclos sucessivos de centrifugacao diferencial (1).

A qualidade das preparacoes purificadas e a concentra¢ao do virus nessas pre-
paragoes foram rotineiramente estimadas ao espectrofotometro, adotando-se o
coeficiente de extincao, em 260 nm, E?Elrf;f, de 2,97 (2). As preparacoes finais de

melhor qualidade foram ainda examinadas por microscopia eletronica, como men-
clonado, para a comprovagao visual de que nao mais continham estruturas conta-
minantes de origemn celular.

23. Purificacdo e Utilizacdo da Proteina Capsidial no Preparo de Anti-Soro

A proteina constituinte do capsidio foi dissociada do PVX, purificada e con-
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centrada segundo a técnica de MOREIRA ef alii (§). Em resumo, essa técnica con-
sistiu na dissociacdo com piridina e fracionamento numa columa Sephadex G-25
previamente equilibrada com acido formico a 9%. As fragoes com a proteina foram
identificadas em espectrofotémetro de UV, em 280 nm, e o polipeptidio foi, a se-
guir, concentrado, mediante liofilizacio (7). A analise eletroforética, em gel de po-
liacrilamida, foi empregada para estimar-lhe o peso molecular e fornecer critério
para assegurar que a proteina capsidial era a unica entidade bioldgica presente na
preparacéao, de conformidade com o esperado.

Para a producio de anti-soros em coelhos, cada série imunogénica foi precedi-
da da retirada do soro normal. Adotou-se a via intramuscular para as injecoes do
antigeno. A proteina purificada e liofilizada foi ressuspensa em agua destilada e
emulsificada (v/v) em adjuvante completo de Freund. Foram injetados, inicial-
mente, 8 mg da proteina no musculo coxim plantar do segundo dedo da pata tra-
seira. A segunda injecéo, de 4 mg, foi aplicada, um meés depois, na outra pata, e, 15
dias mais tarde, o coelho recebeu a terceira injecao, também de 4 mg.

As sangrias foram iniciadas 20 dias apos a primeira injecao, colhendo-se 20 a
30 ml de sangue por vez. O coagulo foi retirado e o soro centrifugado a 5000 rpm
por 15 minutos. O anti-soro, PVX (D)-AS, foi repartido em pequenos frascos e, nes-
sa condigao, armazenado em congelador. Junto com esse anti-soro, preparou-se
outro, com o virus purificado, nao dissociado, mediante uma inje¢io intravenosa,
seguida de injegdes intramusculares, em coelho, empregando-se, para as ultimas,
0 virus emulsificado em adjuvante incompleto de Freund.

Os titulos de ambos os tipos de anti-soros, PVX (D)-AS e PVX-AS, foram esti-
mados por meio dos testes de microprecipitina e difusao dupla em gel de agar.
Para o primeiro, os anti-soros e o soro normal foram diluidos, numa série de 1:2
até 1:1024, em tris-HC1 a 0,02 M, pH 7,2, com NaCl a 0,85% (p/v). Utilizou-se um cir-
culc de papel celofane fervido, aplanado, quadriculado, ajustado para cobrir todo
o fundo de uma placa de Petri. Cada guadricula recebeu 20 ul de cada diluigao de
um dos anti-soros e 20 ul da solucéo tamponada, com o virus ou proteina viral pu-
rificados, a 0,1 mg/ul. A placa comn os reactantes foi incubada a 37°C, em ambiente
saturado de umidade. As sucessivas leituras em binocular estereoscopica foram
efetuadas contra fundo escuro e com iluminacio, incidente na placa, por baixo e
em angulo.

Os testes de difusao dupla foram conduzidos em placas de Petri de 7 cm de
diametro, com 5 ml do meio preparado em 4gua destilada em tampao de tris-HCI
salina a 0,02M, pH 7,2, 0,9% de agar «Noble», 0,5% de SDS e 1,0% de azida sodica.
O virus purificado, a 0,3 mg/ml, foi tratado com dois volumes de SDS a 3% e colo-
cado na cavidade central, de 5 mm. As diversas dilui¢des dos anti-soros foram co-
locedas nas cavidades periféricas. Como controle, utilizou-se extrato de N. giutino-
sa provavelmente avirdtica.

As placas foram mantidas em camara Umida, a 4, 18 e 24°C. As observacoes
dos resultados iniciaram-se seis horas depois e prosseguiram, com igual intervalo,
na mesma caixa preta, até se completarem 48 horas.

2.4. Teste de Difusdo Radial Simples Modificado

Este teste, que consistiu na adaptacao das técnicas de SLACK e SHEPARD
(15), LIMA (4) e HINOSTROZA DE LEKEU (3), foi conduzido em placas de Petri
de 7 cm de diametro, previamente revestidas com filme de formvar aplicado a
0,3% (p/v), em cloroférmio. Cada placa recebeu 5 ml do gel constituido de 0,8% de
agar «Noble», 0,5% de SDS, 1,0% de 4zida sodica e 20% de anti-soro para o PVX
(D). Na preparacao do gel, tomou-se o cuidado de que o anti-soro nao fosse aqueci-



VOL.XXXIII,N.9190,1986 545

do a mais de 50°C nem permanecesse em contato com SDS além de dois minutos,
nessa temperatura.

Os fragmentos de folhas infectadas e sadias de N. glutinosa e de batata, cv.
‘Bintje’, foram destacados com furadores de 4 e 2 mm de diametro. Dispuseram-se
cerca de 60 a 120 fragmentos em cada placa, com o auxilio de pinga. Cada fragmen-
to foi levemente comprimido contra o gel. Esse utensilio foi levado com detergen-
te, logo depois de utilizado, para firmar cada fragmento no agar,

As placas permaneceram em cdmara Umida, a 24°C, e as observacgoes foram
feitas 12, 24, 48 e 72 horas depois, com o auxilio de uma lupa e de uma caixa preta
com aberturas circulares superiores, com incidéncia de luz fluorescente, nas pla-
cas, de ambos os lados e obliquamente, por baixo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracteristicas do PVX e PVX (D) Purificados

O espectro de absor¢ao do PVX purificado mostrou-se tipico de um potex-
virus. Os quocientes das absor¢ées medidas em 280 e 260 nm e entre as absorgoes
maxima e minima foram de 0,86 e 1,19, respectivamente, muito proximos dos en-
contrados por PAUL (5), citado por NOORDAM (9), valores de 0,83 e 1,15. Isso
indica que o método adotado foi eficiente na purifica¢ao do virus, o que foi confir-
mado pela andlise eletroforética da sua proteina e pelos testes sorologicos, quan-
do o anti-soro produzido a partir desse imunégeno nio reagiu a extratos foliares
obtidos da planta sadia.

Os rendimentos de virus, calculados pela absorcdo em 260 nm, foram de 40 a
140 mgrkg de folha. Essa variacdo pode ser atribuida, na sua maior parte, a dife-
renca na concentracao do virus nas folhas, seja no verio, seja no inverno, maior
nesse ultimo, o que parece estar relacionado com a intensidade dos sintomas nas
plantas infectadas durante essa estacao (2), bem como, secundariamente, com as
pequenas variagoes na utilizacdo do método.

Nao se compararam quantitativamente as duas espécies empregadas como
multiplicadoras do virus. Prevaleceu a expectativa de maiores rendimentos de vi-
rus ao ser utilizada N. glutinosa como multiplicadora, em vez de N. tabacum,
‘White Burley'.

As micrografias eletronicas do virus mostraram que a preparagdo purificada
do PVX foi bastante homogénea e que a morfologia das particulas corresponde
4 esperada para esse virus.

A analise eletroforética da proteina capsidial dissociada do PVX mostrou ha-
Ver um componente protéico amplamente majoritario, com peso molecular de cer-
ca de 27.100 d, e dois outros, que migraram no gel ligeiramente mais rapido que
aquele. Esses dois, provavelmente, resultaram de atividade proteolitica parcial so-
bre a subunidade capsidial, nas fases iniciais da purificacgdo (1;5). Nenhum outro
polipeptidio foi resolvide no desenvolvimento eletroforético, o que se interpretou
como indicacao satisfatdria de que a proteina viral estava disponivel com elevado
grau de pureza.

O titulu 1:128 foi encontrado (microprecipitina), para os anti-soros para o virus
X e asua proteina, nas imunizagoes realizadas pelas vias venosa e intramuscular.
Nao reagiram entre si o extrato foliar de N. glutinosa avirética, o hospedeiro de
multiplica¢ao e cada um dos referidos anti-soros, numa confirmac¢ao da boa guali-
dade e especificidade dos imunégenos. Para os anti-soros em aprecgo, nao se verifi-
cou nenhuma reacao sorologica diante dos antigenos respectivos. Porém, da apli-
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cacio do PVX (D) no dedo da pata resultou anti-soro com titulo baixo (1:2), porém
mensuravel, no teste de difusao dupla no agar. SHEPHERD e SECOR (13) abtive-
ram titulo de 1:32 com PVX (D) utilizada como imunégeno e aplicada numa série
de quatro injecoes intramusculares de 2 mg cada uma. A modesta resposta as
imunizacoes com o virus e com a sua proteina relatada no trabalho presente foi
atribuida, em grande parte, a repressao das células imunocompetentes pelos anti-
pibticos presentes na racéo alimentar ministrada ininterruptamente a0s coelhos
imunizados.

39. Ensaio de Difusdo Radial Simples Modificado

No teste de difusao radial simples (13), extratos de tecidos vegetais com o anti-
geno estdo presentes em cavidades, geralmente circulares, abertas no gel, achan-
do-se 0s anticorpos incorporados e uniformemente distribuidos no agar. A reacao
antigeno-anticorpo faz surgir linhas brancas de precipitado em torno e junto da
borda das cavidades. Virus alongados, como o PVX, devem ser dissociados nas
amostras para que possam difundir-se para dentro do gel e encontrar-se com os
anticorpos. No teste de difusdo simples modificado, eliminam-se o preparo do ex-
trato de cada amostra, a feitura e o preenchimento das cavidades no gel. Fragmen-
tos de orgaos vegetais, geralmente folhas, sao comprimidos contra a superficie do
agar. O halo de precipitado surge mais tarde junto de cada fragmento vegetal,
com o antigeno compativel com os anticorpos presentes no gel.

Nio se verificaram halos de precipitado quando os fragmentos de batateiras
infectadas pelo PVX foram introduzidos diretamente no gel, em vez de colocados
seus extratos nas cavidades. Todavia, em volta de quase todos os fragmentos de
N. glutinosa de dois e quatro mm, que corresponderam a 60 e 118 amostras por
placa, formaram-se ténues, porém claras linhas de precipitado a partir de 24 horas
ap6s a montagem do ensaio (Figura 1A). A Figura 1 B permite visualizar as linhas
de precipitado mais fortes, mas nao as mais fracas. Na terceira linha, do lado direi-
to da testemunha (T), vé-se uma amostra infectada, que apresenta a linha de pre-
cipitado bem nitida. Essas reagoes tornaram-se cada vez mais nitidas até 72 horas,
quando comegaram a surgir reacoes inespecificas nos fragmentos de plantas sa-
dias.

A razao principal de ndo ter sido detectado o PVX em fragmentos de batateira
pode ter sido a menor concentragao do virus nessa planta, visto que, em ensaio
anterior, ele foi detectado em extratos de N. glutinosa seis vezes mais diluido (1.
300) que no extrato foliar de batata utilizado naquela oportunidade (1:50) (1). Essa
resiricdo ao emprego das folhas de batata devera desaparecer quando se dispuser
de anti-soros de melhores titulos e se estudarem melhor as condicOes gerais de
conducio do teste.

Embora haja outras técnicas sorodiagnosticas ainda mais sensiveis, desenvol-
vidas mais recentemente, a técnica de difusao radial modificada apresenta bom
potencial de emprego em razao de nao exigir tratamento prévio da amostra, possi-
bilitar o teste de grande numero de amostras por placa, apresentar sensibilidade
relativamente alta, principalmente se for obtido um anti-soro com titulo maior, e
ser de baixo custo, quando comparada @ oulrus, gue requerem importagao de
equipamento e de material de consumo.

4. RESUMO

Estudou-se a possibilidade de diagnosticar o mosaico latente (PVX) na batata
com um ensaio de difusao radial simples, modificado pela substitui¢ao da transfe-
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FIGURA 1 - Teste de difusao radial modificade, com o emprego
de fragmentos foliares de N. glutinesa diretamente
no gel.

Cel com 0,8% de :—1g:|r "Nable'", 1,0% de NaNs, 0,05% de
SDS e 20% de AS PVX (D), em tampdo de tris-HCl sa-
lina, 0,05M, pH 7,2, (A) Placa de 7 cm com 118 frag-
mentos foliares de N. glutinosa..(B) Amostras fo-
liares de N. glutinosa ndo inoculada assinaladas com
"T". As demais amostras foliares provém de N. glu-
tinosa infectada.
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réncia dos extratos foliares para cavidades cortadas no gel pela implantacéo dire-
ta dos fragmentos foliares no gel com os anticorpos. Para a produgéo de anti-so-
ros, as subunidades protéicas provieram do virus X purificado, dissociado com pi-
ridina, estabilizadas e eluidas de coluna cromatografica Sephadex G-25, com 4ci-
do fdrmico a 9%. O anti-soro para o PVX (D) foi incorporado ao gel, e contra a su-
perficie deste se comprimiram 120 fragmentos foliares circulares por placa de 7Tecm
de diametro. Os fragmentos das folhas sadias e infeccionadas diferenciam-se cla-
ramente pelo desenvolvimento de um halo de precipitado exclusivamente em
torno das amostras com o virus. Os halos intensificaram-se até 72 h depois do
inicio da implantacio dos tecidos.

5. SUMMARY

(RADIAL DIFFUSION FOR DETECTION OF VIRUS X IN PLANT TISSUE
IMPLANTED IN AGAR-GEL)

A simple, modified, single diffusion serological test was found potentially very
useful for diagnosis of latent mosaic (PVX) in potato. In this modified test, direct
tissue implantation on agar-gel containing SDS and the antiserum prepared
against the viral capsid protein substituted for grinding of leaf tissues and moving
leaf extracts into cavities cut in agar. An antigen-antibody white precipitate
developed only around the PVX-infected leaf fragments, not around the avirotic
leaf pieces. It intensified with time up to 72 hr from time of tissue implantation in
agar. One hundred and twenty circular leaf pieces were assayed per each 7-cm
diameter petri dish.
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