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INTERAÇÃO FAGO-Xanthomona-0 eampe-0tnl-0 (Pammel} Dowson A NTVEL DE 

MICROSCOPIA ELETRÕNICA, EFEITO DO VIRAZOLE E ESTUDO RADIOAUTOGRÃ 

FICO DA AÇÃO DO FAGO SOBRE O HOSPEDEIRO. 

Candidata: Ilza Maria Sittolin 

Orientador: Prof.Dr. Darcy Martins da Silva 

RESUMO 

Na presente Dissertação foi jsolado um bacteriõ

fago de plantas de repolho infectadas com Xanthomona-0 eampe-0thl-0, 

provenientes da região de Botuca,.tu-SP. 

O extrato purificado a�resentou um  titulo de 10
10

particulas Niâveis/ml e produziu placas de lise de 1 mm de di�

metro. 

O bacteri5fago apresentou as seguintes caracte

risticas ao microscõpio eletrônico: cabeça hexagonal com 82 

nm de comprimento por 71 nm de largura, cauda com 112 nm de com 

primento por 20 nm de largura e placa terminal com 45 nm de com 

primento por 17 nm de altura. Devido a estas caracteristicas o 

fago foi classificado no sistema LHT, como pertencente i Divi -

são Deoxyvi�a, Classe Deoxybinala, Ordem Urovirales e Familia 
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Phagoviridae e ao Grupo A na classificação de Bradley sendo de 

nominado de Xac-CENA.

O processo de infecção foi estudado através das 

tecnicas de coloração negativa (PTA) e secções ultrafinas, pe� 

mitindo distinguir as fases de adsorção, período latente, lise 

e liberação dos fagos. 

O exame das radioautografias mostrou que ocorreu 

um mãximo de incorporação da timidina tritiada pelas bactérias 

infectadas com fago ap5s 5 minutos de tratamento, indicando que 

o fago apresenta razoãvel domínio sobre o genoma da bacteria 

hospedeira desde o inicio do tratamento. 

O efeito do virazole sobre o processo de infec

çao do fago ã bacteria, pode estar mostrando uma ação inibidora 

e competitiva sobre a enzima inosina 5'-fosfato desidrogenase 

no sistema fago-bacteria, tal como tem sido relatado em E. coll.· 

As reaçoes serol5gicas indicaram que ocorreu a 

indução de anticorpos específicos para o fago, como se pode ver 

atrav�s dos testes de dupla difusão em agar e de precipitação 

em tubos. O material obtido no teste de precipitação foi exami

nado ao microsc5pio eletrônico, observando-se agregados de par

tículas apenas entre as reações fago e anti-soro hom5logo. 
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INTERACTION OF THE PHAGE-Xanthomona� eampe◊t�l◊ (Pammel) Dowson 

AT THE ELETRONIC MICROSCOPY_ LEVEL, VIRAZOLE EFFECT ANO RADIOAU

TOGRAPHIC STUDY OF THE PHAGE ACTION ON THE HOST. 

Candidate: Ilza Maria Sittolin 

Adviser: Prof.Dr. Darcy Martins da Silva 

SUMMARY 

A bacteriphage from the cabbage tissue infected 

with Xanthomona◊ campe�t�l◊ coming from the region of Botucatu 

SP was isolated in the present work. 

The purified extract presented a title of 10
10 

viable particles/ml and produced clear plaques of 1 mm diameter. 

Electron microscopy revealed the following cha

racteristics of tha bacteriophage: hexagonal head with a lenght 

of 82 nm and a width of 71 nm, contractible tail with a 1enght 

of 112 nm and a width of 20 nm. Terminal plaque with a lenght 

of 45 nm a height of 17 nm. Due to these characteristics the 

phage was classified, in the LHT system, as belonging to Deoxy

vira Oivision, Deoxybinal Class, Urovirales Order and Phagovirl 

dae Family and to the �roup A in the Bradley classification. 

We named it Xac-CENA. 
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The infection process was studied through a n! 

gative staining technique (PTA) and ultrathin section, permi

ting to distinguish the phases of adsorption, latent period , 

lysis and release of the phages. 

Radioautography showed that a maximum incorpo

ration of the tritiated thymidine in infected bacteria with 

the phage occured after 5 minutes indicating that the phage 

presented a reasonable domain on the bacterial host genome 

since the beginning of the treatment. 

The effect of virazole on the infection process 

of the phage present in the bacteria, may show an inhibitive 

and competitive action of the inosine 5'-phosphate dehydrogen� 

se enzyme of the phage-bacterium system, such as gas been re

ported in E. eofi. 

Serological reactions indicated that induction 

.of specific antibodies for the phage,occured as shown by the 

difusion tests in agar and precipitation tests in test tu

�es. The material obtained in the precipitation tests was exa

mined by eletronic microscopy. Aggregated virus particles were 

observed only in the reactions between the phage and homologous 

-anti-serum.
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1. INTRODUÇAO

A podridão negra, causada por Xanthomonab campe! 

t�ib {Pammel) Dowson ê a principal doença que ocorre sobre as 

cruciferas cultivadas. As perdas frequentemente são totais nos 

períodos quentes e Gmidos. A bactéria agente causal ê cosmopoli 

ta e tem sido observada em todo o país nas mais variadas condi

çoes durante todos os períodos agrícolas (GALLI et alii, 1968). 

A diss�minação de X. campebt�ib ê feita de re-

gião para região, principalmente através de sementes infectadas 

(WALKER, 1969). 

Dentre as medidas de controle e detecção de pat� 

genos em sementes que poderiam ser utilizadas, BERGAMIN FILHO. 

(1975) sugeriu o emprego de bacteriÕfagos ativos contra este 

agente patogênico. 
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Deste modo, dentre outras possíveis utilizações 

de bacteriôfagos parece razoãvel consirjerar as pesquisas no se� 

tido de se fazer o controle biolõgico de bacterias fitopatogênl 

cas atraves de fagos, visando assim reduzir o efeito poluente 

dos produtos químicos no meio ambiente. 

Outro.aspecto importante e bastante recente da 

utilização de bacteriôfagos se refere aos fagos de algas ( 11 CyanQ_ 

phages") no controle da população de algas em reservatõrios de 

tratamento de ãgua, lagoas de estabilizaçãq, lagos e rios. 

O fago tem sido usadt como modelo para a explor� 

çao das propriedades biolÕgicas fundamentais dos vírus e essa 

ãrea devidamente explorada deu consideravel avanço i Engenharia 

Genetica. O conhecimento dos aspectos bãsicos do seu processo 

replicativo poderã tamb�m contribuir para a estrategia do con -

trole dos vírus em geral. 

De maneira geral os bacteriõfagos constituem ma

terial interessante para testes com viricidas pois são melhor 

conhecidos geneticamente, são de curto ciclo vital e se multi -

plicam em condições experimentais mais facilmente controlãveis 

que os vírus de plantas e animais. 
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Recentemente tem sido utilizado viricidas com o 

objetivo de testar sua ação inibidor� na rerlicaçio de diversos 

vírus que afetam variados hospedeiros. Na literatura existem 

trabalhos relatando resultados da ação do virazole sobre os vi

rus que afetam o homem e plantas (SHEPARD ·., 1977; LERCH, 1977 ;

STREETER et alii, 1973; SIDWELL et alii, 1972;De FAZIO et alii, --- --- ---

1978 e GUZMAN, 1980). 

Pode-se ac�escentar ainda-.que estudos do poder 

inibidor dos viricidas sobre o fago venham resolver problemas 

causados por bacteriÕfagos que infectam bacterias de interesse 

nas fermentações industriais. 

Devido a escassez de trabalhos que tratam especl 

ficamente de bacteriÕfagos de bactérias fitopatogênicas ê de 

grande interesse que pesquisas envolvendo fagos sejam realiza - . 

das no nosso meio. 

Por este motivo , foi planejado o presente traba

lho com os seguintes objetivos: 

l. Isolar e caracterizar o bacteriõfago de X.eam

p e. .6 :tJi. ,i., .6 •

2. Estudar as fases do processo infectivo do fa-
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3. Estudar a cinetica de absorçio de timidina

tritiada pela bactéria nos vãrios estãgios da

infecçio atraves de estudos radioautogrãficos

a nível de microscopia eletrônica.

4. Testar o efeito do viricida virazole no pro -

cesso de infecç�o do fago em X. eampe-0t�l-0

através das técnicas de coloração negativa

com ãcido fosfotungstico (PTA} e de secções

ultrafinas.

5. Obter anti-soro para o fago de X. eampe-0t�l-0

visando estudar as reaçoes serolÕgicas.
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1. Considerações gerais 

Os estudos sobre os bacteriõfagos tiveram um 

avanço bastante grande nos ijltimos anos, e�pecialmente o estudo 

de fagos descritos na bacteriologia medica. Todavia pouco se S! 

be ate agora sobre os fagos em relação as bacterias fitopatogê

nicas, especialmente no que se· refere a pesquisa bâsica de sua 

natureza (OKABE e GOTO, 1963). 

Segundo MUNCIE e PATEL (1930) provavelmente Mal

lman e Hemstreet em 1924 foram os primeiros autores a descreve

rem a açao de um agente inibidor numa especie fitopatogênica. 

Foi obtido um agente litico contra Bacillub ca�otovo�ub que ini 

bia o crescimento da bactéria em meio de cultura. 
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Em seguida, COONS e KOTILA (1925) isolaram fagos 

de B. cahotovoha (Ehwlnla cahotovohaJ). A partir dai, existe um 

grande número de trabalhos na literatura até os mais recentes, 

referentes a pesquisas sobre o �ontrole de doença (CIVEROL0,1973), 

sobre ecologia (DOWLER e WEAVER, 1975) , sobre patologia de seme� 

tes (KAUFFMAN e REDDY, 1975) e sobre ultraestrutura (FRANKLIN e 

GRANBOULAN, 1966; SIMON e ANDERSON, 1967; BRADLEY, 1967; TIKHO

NENKO, 1970; SITTOLIN e SILVA, 1979; LIEW e ALVAREZ, )980). 

Entretanto, no Brasil, afirma textualmente BERG� 

MIN FILHO (1975) 11 não hã trabalho algum que trate especificame� 

te de fagos de bacterias fitopatogênicas. Apenas Namekata (1971) , 

num trabalho com Xanthomona◊ clthl, utilizou bacteriÕfagos mas, 

mesmo neste caso, os bacteriõfagos foram importados do Ja -

pao e aqui se procedeu somente a testes de sensibilidade com va 

rios isolados da bacteria". 

Deste modo, o primeiro trabalho com fagos de ba� 

terias fitopatogênicas realizado no Brasil foi o de BERGAMIN FI 

LHO em 1975, que procedeu ao isolamento de fagos ativos contra 

Xanthomona6 campeJthl6 e Xanthomona6 ve6lcatohla como tambem 

constatou ser eficiente o método para detecção de patõgenos de 

sementes. Sobre o controle das doenças causadas por X. campeh -

thi6 e X. vehlcatohia através dos fagos, observou que houve re

dução de ate 99,83 % da doença quando o fago e a bactéria foram 

inoculados juntos. Para X. ve6lcatohla a redução foi de 95,02 %. 
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Depois deste trabalho, temos referência de que 

somente MATYIS et alii (1976) atravês de observações ao micros

cópio eletrônico, relatou a ocorrência de 3 tipos de bacteriõfa 

gos de Xanthomona-0 -0p. com basé na morfologia e MOHAN (1980) 

que isolou 4 fagos de P-0eudomona-0 -0yningae pv. ganQae no Esta

do do Paranã. 

2. 1. 1. Fontes de fagos 

As prõprias bactérias sao normalmente a fonte 

mais adequada de fagos. Assim, bacteriÕfagos ativos contra bac 

terias fitopatogênicas tem sido isolados de lesões do tecido ve 

g e tal d o ente ( K L EM EN T , l 9 5 9 ; COO K e KA T Z N E L S O N , l 9 6 O ; E C H A N D I 

e SUN, 1973; BERGAMIN FILHO, 1975), de solo (ERSKINE, 1973 e 

LIEW e ALVAREZ, 1981), de sementes (SUTTON e KATZNELSON, 1953; 

KLEMENT, 1957) e de igua de irrigaçio que tambêm pode ser fonte 

de fagos para os patõgenos de plantas doentes localizadas pró-

ximas a canais de irrigação, conforme trabalho de Yoshimura e 

Morihaski (1959), citado por OKABE e GOTO (1963). 

2.2. Caracter,sticas gerais� fago 

2.2.1. Morfologia da placa de lise 

MANDELL e EINSENSTARK {1953) estudaram os fatores 

que afetam a formação da placa de lise usando bacteriÕfagos de 
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X. pnuni e observaram que aumentando a concentração do agar as

placas diminuiram em tamanho e nitidez, embora esse efeito 

não fosse tão pronunciado como outros. Observaram também uma 

diminuição no tamanho das placas de lise, quanto maior a quan

tidade de cêlulas bacterianas. A temperatura acima de 25
°

c as 

placas apresentavam-se pequenas, acima de 30
°

c muito pequenas 

e irregulares e acima de 33° c não foi observado placas de lise. 

O tamanho mãximo das placas de lise foi obtido quando se usou 

uma concentração mãxima de NaCl na qual a bactêria crescia. 

EISENSTARK e THORNBERRY (1950), detectaram 3 ti 

pos diferentes de placas de lise embora não foi possTvel afir 

mar se pertenciam a fagos diferentes, devido ao fato de que 

em repicagens subsequentes destas placas eles observaram um 

Ünico tipo de placas de lise. 

Bacteri Õfagos de Conyne.oac.te.nium mic..higa.ne.n.ó e. 

produziram placas de lise claras e com bordos nTtidos medindo 

·0,5-1,0 mm de diâmetro (ECHANDI e SUN, 1973}.

Segundo BERGAMIN FILHO· (1975) as placas de lise 

produzidas por bacteriõfagos de X. c..a.mpe..ótnl.ó apresentaram fo� 

ma circular com bordos nTtidos e tem seu interior absolutamen

te livre de crescimento bacteriano. O diâmetro medio da placa 

foi de 1,0-1,5 mm. 



9. 

LIEW e ALVAREZ (1981) estudaram sete fagos viru 

lentos de X. campeb��ib isolados de �olos e. sementes infecta 

das,que foram caracterizados no Havai e comparados com dois fa 

gos um do Japão e outro da Carolina do Norte. Obtiveram placas 

de lise de diâmetros diferentes e bordos lisos e irregulares. 

As dimensões das placas variaram de 0,5 a 3,5 mm. 

2.2.2. Morfologi� da partícula: critêrios de classifi 

caçao 

Com o desenvolvimento da microscopia eletrônica 

tornou-se posslvel classificar os fagos com base na sua morfo

logia. 

BRADLEY (1967), relata os tipos morfolÕgicos bã 

sicos de bacteriÕfagos em seis grupos, sugerindo que, uma dife 

rença fundamental na morfologia reflete uma diferença no tipo 

de ãcido nucleico. O tipo de ãcido nucleico encontrado nos com 

ponentes de cada grupo tem mostrado ser o mesmo indiferente ao 

gênero da bacteria hospedeira. O Quadro 1 resume os grupos 

morfolÕgicos. 
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Quadro 1 - Grupos morfo15gicos bâsicos de bacteri5fagos com os 

tipos de ãcido nucleico (BRADLEY, 1967). 

Tipo de 
Grupo Descrição 

Ãcido Nucleico 

A Cauda contrãtil 2-DNA (fita dupla)

B Cauda longa nao contrãtil 2-DNA (fita dupla)

e Cauda curta nao contrãtil 2-DNA (fita dupla)
-

D Sem cauda, com capsomeros grandes 1-DNA (fita simples)

E Sem cauda , com ca ps orne ros pequenos 1-DNA (fita simples) 

F Sem cabeça, filamento flexivel 1-DNA (fita simples) 

Posteriormente TIKHONENKO (1970) preferiu combi

nar os grupos 4 e 5 da classificação de Bradley em um somente 

dividindo-os em 5 grupos morfolÕgicos: (1) fagos em forma de fi

lamento; (2) fagos com um princípio de cauda; (3) fagos com 

uma cauda curta; (4) fagos com uma cauda longa não contrãtil; 

(5) fagos com uma cauda de estrutura complexa e uma bainha con

trãtil. 

Em 1962, foi publicado pela primeira vez o siste 

ma LHT, assim denominado por ser elaborado por Andre Lowff, Ro

bert Horne e Paul Tournier,que é baseado Ünica e exclusivamente nas 

características do virion, deixando de lado hospedeiros, sinto-
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mas, vetores e outros elementos levados em conta anteriormente. 

O sistema i simples e a ordem hieri�quica das caracteristicas 

e a seguinte: 

I. Tipo de ãcido nucleico

SÕ existem duas possibilidade: DNA ou RNA.

II. Tipo de simetria do capsideo

SÕ existem três possibilidades: cubica, helicoidal

e complexa.

III. Presença ou nao de · p�plos.

IV. Numero de capsomeros (para vírus de simetria cubica)

Diâmetro do nucieocapsideo (para vírus de simetria

helicoidal).

Assim, em 1965, o sistema LHT foi escolhido pelo 

"Provisional Committee for Nomenclatura of Viruses" (PCNV), co

mo o mais adequado as necessidades do momento d� virologia. A 

ultima atualização do sistema LHT foi feita em 1971, com poucas 

alterações. 

Os Quadros 2 e 3, extraídos de Lowff e Tournier 

resumem o sistema de classificação. 
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Quadro 3 - A situação do Sistema LHT (Lwoff e Tournier, 1971) 

Ãci do Simetria Com ( E ) ou Diâmetro ou nQ 
Nuclei db sem ( N ) Familia de 
co capsideo pe p los capsomeros 

H N Inoviridae 50 � 

E Poxviridae ? 

N Microviridae l 2

Parvoviridae 32

Densoviridae 42

DNA e Papi 11 ovi ri dae 72

Adenovi ri da·e 252 

Iridoviridae 812 

E Herpesviridae 162 

B N Phagoviridae 

Dol i chovi ri dae 120-130 �

N Protovi ri dae 150 R

Pachyviridae 200 R

H Leptoviridae 100-110 �

Mesoviridae 120-130 �

Adro v i r i d a e 150 i

E Myxoviridae 90 R 

Paramyxoviridae 180 � 

RNA Stomatoviridae 

Thylaxoviridae ? 

N Naporividae 32 

Reoviridae 92 

e E Encephaloviridae ? 

Os nomes das Divisões, Ordens e Subordens continuam iguais aos do 

Quadro 1. 



14. 

2.2.3. Nomenclatura do fago 

A nomenclatura ê o Ültimo passo na caracterização 

e ACKERMANN et alii (1978) sugerem que o nome dos fagos iniciem 

com as duas primeiras letras do gênero do hospedeiro seguido pe

la primeira letra do nome das especies. Deste modo, Baeillu-0 ee-

11..eu.-0 poderã ser denominado 11 8ac 11 e Baeillu-0 -0u.btile-0 de "Bas".A 

nomenclatura proposta nao deve ser utilizada sem maiores conside 

raçoes afim de evitar um! mesma denominação para diferentes fa

go s. 

2.3. Microscopia eletrônica como mêtodo para estudo dos fagos 

2.3.1. Procedimentos gerais 

A microscopia eletrônica ê de grande importância 

como metodo para caracterização de virus pois frequentemente pei 

mite uma classificação imediata dos novos isolados em grupos mor 

fo1Õgicos (ACKERMANN et alii, 1978). 

Os extratos contendo fagos devem ser purificados 

para o estudo de sua estrutura. Uma recomendação geral e sedimen 

tã-los duas vezes durante 30-60 minutos (BRADLEY, 1967). 

A fixação pode ser utilizada para prevenir dimi

nuição das particulas. A fixação com glutaraldeido durante 15-60 
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minutos protege a cauda do fago de Xan�homona-0, XP-12, contra o 

encolhimento ou diminuição induzido pelo acetato de uranila. 

Para a coloração, o ãcido fosfotungstico (PTA) e 

o acetato de uranila são os corantes mais indicados, pois pos

sibilitam melhor contraste para os espécimes biolÕgicos. Eles 

dão uma coloração negativa satisfatõria, alem disso, o acetato 

de uranila faz a coloração positiva dos caps1deos contendo fra

çoes variãveis de DNA. Entretanto, o acetato de uranila crista

liza facilmente podendo causar uma diminuição das cabeças dos 

fagos coloridos positivamente e um aumento das estruturas pro -

teicas. Por outro lado, ele aumenta as estriações da cauda e 

facilita a detecção de capsômeros pentagonais (ACKERMANN et 

alii, 1974).

Por este fato, ACKERMANN et alii, 1978, aconse -

lham que a coloração positiva com acetato de uranila nao deve 

ser utilizada para estudo das dimens�es dos fagos. 

Segundo BRADLEY (1967), o método mais adequado 

para coloração negativa e a utilização de volumes iguais de uma 

suspensão de fago (em solução 0,1 M de acetato de amonea e solu 

ção 2 % de PTA neutro). A resolução obtida com este método e 

muito alta, subunidades morfolÕgicas de 10 � são reveladas. 
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A fixação com oso4 antes da coloração negativa

tem sido tambêm sugerida para os fagos NERMUT (1972). 

2.3.2. Secções ultrafinas 

A preparaçao de secçoes ultrafinas e necessãria 

para estudar a multiplicação intracelular de bacteriÕfagos (KE!:_ 

LENBERGER � alii, 1959; FRANKLIN e GRANBOULAN, 1966; BRADLEY, 

1967; TIKHONENKO, 1970). 

Para o exame das bactérias infectadas com fago, 

procede-se a fixação com glutaraldeido e depois com tetrõxido 

de õsmio. Apõs desidratação em acetona contendo acetato de ura 

nila, os espécimes são colocados em resina apropriada. As sec

ções são feitas de ultramicrõtomo e colocadas em grades. A co

loração adicional com citrato de chumbo ou outros metais com

plexos ê usualmente realizada antes do exame ao microscõpio 

eletrônico. Embora este procedimento mostre partículas de ví

rus particularmente bem, mudanças no nucleoplasma não são cla

ras, e para este propõsito pode ser iitil seguir o procedimento 

de KELLENBERGER � alii, 1959 que usou apenas tetrõxido de Õs-
++ mio tamponado na presença de Ca e aminoãcidos para fixação. 

(BRADLEY, 1967 e SIMON e ANDERSON, 1967). 

TIKHONENKO (1970) sugere uma modificação no mêt� 

do de Kellenberger para a obtenção de estruturas ultrafinas pr� 
\W!' 
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servadas de celulas bacterianas infectadas ou nao com fagos,por 

achã-lo inadequado para algumas especies de bactéria. 

2.4. Radioautografia 

A radioautografia é uma tecnica que tem como ob

jetivos localizar e visualizar um traçador radioativo dentro de 

uma celula, de um .õrgão ou do organismo todo (BIENZ, 1977). 

Pelo processo radioautogrãfico quantidades muito 

pequenas de material radioativo s�o detecta�os por meio das emul 

sões fotogrãficas. A radiação produz uma imagem latente na emul 

si� que se torna visive1 atraves dos processos fotogrãficos co� 

vencionais. As estruturas que incorporaram o precursor radioati 

vo serão focos de emissão de radiação, produzindo grão de prata 

pela redução do AgBr utilizado na cobertura dos especimes. 

2.4.1. Traçador radioativo 

Os radioisõtopos mais empregados em radioautogr� 

fia sao os isõtopos emissores de particulas beta de baixa ener

gia, porque melhoram a resolução do metodo. O radioisõtopo mais 

utilizado e o 3H, seguido do 14
c, 

1251 e ocasionalmente 32P e
35S.

Na escolha do radioisõtopo, deve-se considerar as 

seguintes caracteristicas: 
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- A meia vida fisica da partícula deve ser sufi

cientemente longa para permitir a realização do trabalho, com 

desprezível queda de radioatividade durante a pesquisa; 

- A atividade especifica deve ser suficiente p�

ra sensibilizar os cristais de brometo de prata da emulsão fo

togrâfica; 

- A energia de emissão deve ser baixa, pois a

energia de radiação estã diretamente relacionada com a resolu-

ção das radioautografias. 

Com a utilização de emissores de particulas be

ta d� alta energia, estas poderão passar através da fina cama

da de emulsão fotogrâfica, produzindo sua foniza�ão longe da 

fonte, ou ainda apresentando mais de um grão de prata por ra

diação emitida. 

Deste modo, o radioisõtopo mais frequentemente 

empregado em radioautografia e o tritio ( 3 H) isõtopo de hidro

gênio produzido artificialmente. 

Segundo LEDERER � alii (1967) o tritio apresenta 

algumas caracteristicas como: número atômico 1,npmero de massa 3, 

meia vida física 12, 3 anos, emissor beta puro(elêtrons),energia 

mãxima 0,0186 MeV e energia media 0,0056 MeV. O 3H permite uma al

ta resolução,pois o seu R� max (camada necessãria para absorção

completa da radiação beta do 3H} e de 0,5 mg/cm2 ou seja uma tra 

jetõria de 5 pm em ãgua. 
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Foi demonstrado por PELC (1963) que praticamen

te cada radiação emitida pelo tritio é capaz de afetar apenas 

um cristal de brometo de prata. 

Para microscopia eletrônica, a resolução é defi

nida em termos de probabilidade de ser formado um grão de prata. 

BACKMANN e SALPETER (1965) introduziram uma defi-

nição de resolução como sendo a distância da fonte, dentro da 

qual se localizam 50 % do total de graos por ela produzido�. 

Para se tomar a medida das ãreas, WILLIAMS (1969) 

mostrou a possibilidade de se �eterminã-las por ponto ou linha, 

círculos ou planimetria. 

2.5. Virazole como agente antiviral 

A hist5ria do controle de mol�stias do homem,an! 

mal e planta tem sido marcada por descobertas de compostos de 

natureza diversa e que se revelaram decisivos na luta contra os 

pat5genos. 

A primeira etapa se caracterizou pelo pequeno nü 

mero de drogas para o combate is doenç�s e que antecedeu o pe -

riodo das sulfas. 

Posteriormente ocorreu a fase dos antibi5ticos 

em que os patologistas viram enriquecer os meios de contrôle de 

doenças com uma diversidade muito grande de antibi5ticos. Fina! 

mente, vem se desenvolvendo uma nova fase onde se destacam os 
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antivirus; surgidos de pesquisas para descobrir firmacos efeti

vos no controle de diversos tipos d� cancer. 

A sintese e desenvolvimento de um agente antivi

ral de largo espectro tem sido um desafio devido a intima as

sociação entre a replicação do vírus e os'processos bioquimicos 

da. cêlula hospedeira (STREETER et alii, 1973). 

No inicio do desenvolvimento dos produtos quimio 
. -

terãpicos, pensou-se na impossibilidade de se encontrar compos

tos com capacidade para interferir somente no ciclo dos virus 

sem matar as cêlulas do hospedeiro. Entretanto, pesquisas utili 

zando tais substâncias tem mostrado a viabilidade pritica deste 

mêtodo de controle. 

Grandes avanços tem sido feitos ultimamente pri� 

cipalmente porque ji se conta com o virazole tritiado permitin

do portanto, o desenvolvimento de técnicas mais precisas de ra

dioautografia (STREETER et alii, 1973). 

Na literatura encontram-se alguns trabalhos rel� 

tando resultados da ação de agentes viricidas sobre os virus que 

afetam variados hospedeiros. 
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2.5.l. Emprego do virazole no controle de viroses no ho 

mem 

Segundo MAUGH, 1976, al�uns compostos jã estio 

sendo comercializados para a utilização no controle quimioterã

pico de viroses no homem, como e o caso do idoxuridine (5-iodo-

2'-deoxyrudine) utilizado nos Estados Unidos para o controle de 

uma infecção nos olhos ocasionada por He1t.pe.6 c.e1t.a..t.i.t.,i.;.6, do me

thisazone (N-methylisatin-beta-thiosemicarbazone) utilizado na 

Inglaterra para o controle dos virus "small pox II e 1

1vaccinia 11

( cowpox). 

O virazole estã sendo comercializado no México 

para o controle de infecções virais respiratõrias e no Brasil 

para o tratamento da hepatite. 

O virazole parece ser efetivo no controle de três 

diferentes tipos de doenças: infecções pelo vírus herpes, hep! · 

tite e·influenza (MAUGH, 1976). 

2.5.2. Emprego do virazole no controle de viroses de 

plantas 

Pesquisas visando o controle de fitoviroses atra

vés da utilizaçio de viricidas tem sido realizadas empregando-se 

especialmente o virazole. 
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Segundo De FAZIO et alii, <1978, o .virazore foi 

utilizado com sucesso contra o vírus do tomateiro e de plantas 

de fumo. Com este trabalho fez-se pela primeira vez, no Brasil, 

a recomendação do uso destes compostos para o controle de vírus 

de plantas. 

Num . trabalho recente GUZMAN (1980), estudou o 

efeito quimioterãpico do virazole sobre os virus do mosaico do 

fumo (TMV), do mosaico amarelo do feijoeiro e isolado Piracica

ba (VMAF-P) e do mosaico da vigna e concluiu com os resultados 

obtidos que existe uma açao viricida do virazole sobre estes vi 

rus quando inoculados, principalmente, imediatamente apõs a ino 

culação. 

2.5.3. Ação do virazole no sistema fago-bacteria 

. Os bacteriõfagos poderiam ser �tilizados como mo 

delo pa�a testar a ação desses agentes antivirais, pela sua fa

cilidade de manipulação. 

Os bacteriõfagos sao também economicamente impo� 

tantes na infecção de bactêrias utilizadas nas fermentações in

dustriais. Bactérias de ãcido lãtico são empregadas amplamente 

na industria do leite, primeiramente para a manufatura do quei

jo e leite fermentado; sendo que muitos casos de baixa produção 

de ãcido tem sido atribuídos a presença de bacteriÕfag9s infec

tando as culturas (SOZZI � alii, 1980). 
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Outro problema do ataque por fagos numa ferment� 

çao bacteriana ocorre com Clo�t��dium acetobutylicum empregado 

na fermentação acetona-butanol. A evolução dos gases diõxido de 

carbono e hidrogênio cessam quando as células bacterianas sao 

lisadas pelo fago (CASIDA, 1968). 

Com relação a açao do virazole em fagos nao exis 

te quase nada relatado na literatura. Apenas os trab�lhos de 

MENZEL e STENZ, 1978 e SITTOLIN � alii, 1980. 

MENZEL e STENZ 1978, utilizou o virazole em fa-. 

gos LPP-1 que infectavam a alga Plectonema bo�yanum e observou 

que o virazole inibiu a formação de placas de cianofago LPP-1. 

SITTOLIN � alii, 1980 observou o efeito inibi -

dor do virazole em fagos de X. campe-0t�l-0 através de estudos ao 

microscõpio eletrônico. 

-

2.5.4. Mecanismo de açao do virazole 

O amplo espectro da substância antiviral virazo

le (l-beta-D-ribofuranosyl-1-2-4-triazole-3-carboxamide) inibem 

um número de eventos bioquimicos, de modo que, sua ação leva a 

um efeito "viricida". 

A Figura l esquematiza o local de atuação do vi-

razole. 
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Devido a uma analogia quimica entre o substrato 

ãcido inosinico e o inibidor virazo1e, ocorre uma competição e� 

tre estes dois compostos para a enzima inosina 5'fosfato desi -

drogenase (IMP:NAD
+ 

Õxido redutase). Este fato foi demonstrado 

através de estudos cinêticos onde se caracterizou com segurança 

uma inibição competitiva (SMITH, 1980). 

2.6. Serologia 

A alta especificidade das reaçoes serolÕgicas e 

determinada pela natureza·quimica do antígeno, particularmente 

proteinas e polissacarideos. 

Em geral bacteriÕfagos sao bons antfgenos, prod� 

zindo anti-soro com alta constante de inativação (BRADLEY,1967). 

As técnicas serolõgicas mostram-se fiteis na 

identificação de pat�genos, nas relações filogenêticas e na pe� 

quisa bãsica. 

Diversos sao os tipos de reaçoes serolÕgi cas de� 

critas por muitos autores, dentre os quais se destacam trabalhos 

como os de LOVREKOVICH e KLEMENT, 1965; MATHEUS, 1970; OLIVEIRA, 

1 9 7 5 ;· TAYLOR , 1 9 7 O e 1 9 7 2 e D E R R I C K , l 9 7 3 . 
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3. MATERIAL E MET00OS

3. 1. Meios de cultura

Para os isolamentos e manutenção das culturas fo 

ram usados os seguintes meios: 

Cal do nutriente 

Extrato de carne 3 g 

Peptona 10 g 

Sacarose 10 g 

Ãgua destilada 1000 ml 

Agar nutriente 

Extrato de carne 3 g 

Peptona 10 g 

Sacarose 10 g

Agar 1 5 9

Ãgua destilada 1000 ml 
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Agar nutriente semi-sÕlido 

Extrato de carne 3 g 

Peptona 10 g 

Sacarose 10 g 

Agar 7,5 g 

Ãgua 1000 m1 

3.2. Origem e isolamento da baçteria 

A bactéria X. campe-0���-0 foi isolada de tecido 

foliar de repolho (B�a-0-0�ca ole�aeea} com sintomas de podridão 

negra, provenientes da região de Botucatu, SP. 

Pequenas secçoes do material vegetal doente fo

ram desinfetados superficialmente com hipoclorito de sõdio 0,5% 

durante l minuto e lavados com ãgua esterilizada. 

Em seguida essas peças foram colocadas em placas 

de Petri contendo nutriente agar e incubadas a 2s0 c, durante 24 

horas. Seguiram-se repicagens de colonias isoladas fazendo-se 

a transferência para tubos de ensaio contendo agar nutriente in 

clinado. 
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3.3. Inoculação de plantas e reisolamento do patõgeno 

Foi realizado o teste de patogenicidade inocula� 

do uma suspensão bacteriana na concentração de 10 8 celulas/ml.

Essa concentração foi estimada pela escala McFarland. As hospe

deiras utilizadas foram variedades de couve susceptiveis ã X.

eampe-0thl-0, provenientes do Departamento de Genética da Escola 

Superior de Agricültura "Luiz de Queiroz", Piracicaba, SP. Com 

o auxilio de seringa estéril provida de agulha bem fina, fez-se

a injeção da suspensao bacteriana no tecido foliar. 

A suspensao de X. eampe-0thl-0 também foi inocula

da por pulverização em plantas submetidas ã condições de cimara 

iimida durante 24 horas. Apôs a pulverização .de toda a superficie 

das folhas, as plantas foram recolocadas na camara Ümida por 

mais 24 horas. 

A avaliação foi feita 7 dias apos a inoculação. 

3.4. Isolamento e purificação do bacteriõfago 

O bacteriõfago foi isolado de plantas de re

polho intensamente infectadas com X. eampe-0thl-0. O método 

consistiu em tomar uma amostra de aproximadamente 150 gramas 

de tecido vegetal doente, que foi adi cio nada a 500 

ml de caldo nutriente e homogenei'zada em liquidific� 
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dor. O homogeneizado foi colocado em um erlenmeyer ao qual se 

adicionou uma suspensão de 108 celulas/ml de X. c.ampeJ�JLiJ,com 

24 horas de iâade, para favorecer a replicação dos fagos caso 

estivessem presentes no material macerado. Incubou-se a 2 8
° C , 

durante 48 horas. A essa operação denominamos de enriquecimen

to. Ap6s esse tempo, procedeu-se a centrifugação do homogenei 

zado a 3.000 g durante 30 minutos. O sobrenadante foi purific� 

do através de filtros bacteriol6gicos Millipore devidamente 

esterilizados, com mefubranas de 0,45 Mm(tamanho do poro). O ex 

trato filtrado foi armazenado assepticamente a 4° C. O teste p� 

ra detecção do fago foi feito utilizando-se como bactéria indi 

cadora a X. c.a.mpeJ�fLiJ isolada em �. l. 

3.4.l. Detecção do fago: teste quantitativo 

Do filtrado obtido em 3.4 foram feitas uma se

rie de diluições em condi.ções assépticas, transferindo-se 0,5 

ml da solução original para tubos de ensaio contendo 4,5 ml de 

caldo nutriente e assim sucessivamente atê a obtenção de vãrias 
-1 -2 -3 -10 concentrações diferentes: original, 10 , 10 , 10 , ... 10 . 

Alem disso, preparou-se uma suspensão da bactéria indicadora em

5 ml de caldo nutriente provenientes de uma cultura de bacteria

semeada em agar nutriente inclinado, com 24 horas de idade.
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Em tubos de ensaio contendo 3 ml de agar semi-sõ 

lido, mantidos em estado líquido a 4 6
° C em banho-maria,foram. co

locados 0,1 ml de cada diluição do bacteriõfago e 0,1 ml da su� 

pensão da bactéria indicadora. Ap5s suave agitação,o· conte��º do 

tubo foi_ vertido sobre uma placa de Petri, previamente prepar� 

d-a, com 15 ml de agar nutriente. Incubou-se a 28° C e apos cerca

de 12 a 18 horas fez-se a leitura das placas de lise (modifica

do de ADAMS, 1959}. 

Alem da detecção do fago o teste quantitativo 

permite a caracterização da morfologia da placa de lise, resul

tante da interação bacteriõfago-bactêria. Foi observado a forma 

e 6 diimetro mêdio das placas de lise. 

3.5. Estoque de fago com alto título 

- O mêtodo tradicional utilizado para a obtenção

de fago com alto titulo, consistiu em adicionar uma suspensão 

pe fagos a uma cultura da bactéria indicadora, em meio líquido, 

e na fase logaritimica de crescimento. Ap5s um período de 12 ho 

ras a mistura foi filtrada em filtro bacteriológico. 

O segundo mêtodo empregado foi o de BERNSTEIN e 

EISENSTARK (1955), que consistiu na utilização de placas de Pe

tri apresentando placas de lise confluentes (104 partículas viã

veis por placa) obtidas como descrito em 3. 4 .1. A cada uma des 
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sas placas foi adicionado 5 ml de uma suspensao antiga de fagos 

e com uma espãtula, procedeu-se a rémoção da camada de agar se

mi-sõlido da placa de Petri. 

O material coletado foi então triturado em liqul 

dificador por 15 segundos, ao qual foi adicionado uma suspensao 

da· bacteria indicadora X.-'c.ampe..6-t,ui...6.Incubou-se a 2sº c por aprE_ 

ximadamente 12 horas. Em seguida procedeu-se a uma nova tritura 

ção, por 15 segundos, e à uma baixa centrifugação (3000 g por 
,;/f; 

minuto) para remoção das �artfculas sõlidas e bact;rias.Finalmen 

te a mistura foi filtrada em filtro bacterio1Õgico e armazena
º da assepticamente a 4 C.

Adicionalmente, foram feitos testes de longevid� 

de com as preparações purificadas e estocadas em geladeira (4 ° C), 

durante 10 e 12 meses. 

3.6. Caracterização do fago ao niicroscõpio eletrônico 

P�ra caracterização dos fagos ao microscõpio ele 

trônico, utilizou-se uma suspensão de fagos com alto tftulo con 

forme descrito em 3.5.1. A suspensão de fagos foi submetida prl 

meiramente a uma baixa centrifugação de 3000 g por 20 minutos , 

numa ultracentrifuga Beckman Model L-2. Em seguida o sobrenadan 

te foi centrifugado a 26.000 g durante l hora. O sedimento foi 

ressuspendido em solução salina 0,85 %. 
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3.6.1 . Coloração negativa com ãcido fosfotungstico (PTA} 

2 %, pH 7,2. 

Sobre grades de cobre de 400 11mesh �• previamente 

cobertas com pelicu1 a de parlÕdio e carvão, foi depositada com 

o auxílio de uma pipeta de Pasteur uma gota da suspensão do fa

.go. Apõs a eliminação do excesso de liquido através de um papel 

de filtro, colocou-se uma gota do corante PTA 2 %, pH 7,2 

(BRENNER e H0RNE, 195�). Retirou-se o excesso do coran 

te com papel de filtro e em seguida as grades foram examinadas 

num microscõpio eletrônico Elmiskop IA da Siemens operando a 

80.000 volts. 

3.7. Detecção das fases do processo infectivo ao microscópio 

eletrônico 

3.7. l. Atraves da coloração _negativa com ãcido fosfo 

tungstico (PTA) 2 %, pH 7,0 

Visando delimitar as fases do processo de infec

çao foram retiradas amostras da mistura bacteria (10
8 

celulas/ml

e fago 10 9 partículas viãveis/ml) em intervalos de 5 min., 20

min., 30 min., 45 min., l h, 2 h, 3 h e 4 h). Apôs cada interva 

lo de tempo as amostras foram fixadas com glutaraldeido 10 % por 

10 minutos. Apôs fixação cada amostra foi colocada em grades de 

cobre e coloridas com PTA como descrito em 3.6.l. O material foi 
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examinado ao microscõpio eletrônico para observação dos proce� 

sos de adsorção, penetração e liberação das partículas do fago. 

3.7.2. Através da inclusão para obtenção de secçoes ul

.trafí nas 

Uma suspensao pesada de bacterias com 24 horas 

d e i d a d e foi i no c-u l a d a com b a c te ri õ f a g os ( l O 9 p ar ti cu l as / v i ã

vei s/ml) e. mantida durante os intervalos de tempo de 5 mi n., 30 

min., 45 min., l h, 2 h, 3 h e 4 h. Após cada intervalo de tem 

po as amostras foram fixadas com_glutaraldeido (6,5 % em tampão 

cacodilato 0,125 M, pH 7,2) durante 30 minutos. 

Em seguida as amostras foram centrifugadas a 

3.000 g durante 20 minutos e o sedimento incluído em agar 2 % e 

tratadas pela técnica usual de preparação do especime para mi

croscopia eletrônica que constou dos seguintes passos: 

_Fixação: com glutaraldeido 6,5 % em tampão cacodilato 0,125 M 

pH 7,2, durante l hora a 4 ° C. 

Põs-fixação: com âcido õsmico 2 % em tampão cacodilato 0,125 M 

pH 7,2, durante 1 hora. 

Pré-coloração: em solução de acetato de uranila 2 % dissolvida 

em acetona 75 %, durante toda a noite a 4 ° C. 
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Desidratação: duas trocas em acetona 90 % de 10 minutos cada, 

seguida de três trocas em acetona 100 % de · 20 mi

nutos cada e duas trocas em Õxido de propileno de 15 

minutos cada. 

Infiltração: a infiltração foi realizada com resina Epon 812 

(LUFT, 1961) em etapas que representam gradien-

tes cresce�tes da resina em Õxido de propileno, como 

segue: 

50 % Epon + 50 % de Õxido de propileno - 2 horas -
37° c; 

75 % Epon + 25 % de Õxido de propileno - 2 horas -
37º c; 

Epon puro - durante toda noite - 4 ° C. 

Inclusão: os espécimes foram colocados em moldes de borracha 

apropriados juntamente com a resina pura. A polimeriz� 

çã9 foi re�lizada, em estufas de 37° C, 45° c e 60° c du 

rante 8, 16 e 2 4  horas, respectivamente. 

3. 7.2.1. Cortes e coloração

Em seguida foram obtidos os cort� ultrafinos em 

um ultramicrõtomo Porter Blum modelo MT-1, da Sorvall, utilizan

do-se navalhas de vidro cristal de 6 mm de espessura. 
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Os cortes u1trafinos com espessura entre 60 e 90 

nm foram colocados em grades de cobre de 200 11mesh11 previamente 

cobertas com película de parlÕdio e carvão. 

A coloração foi feita com solução aquosa de ace

tato de uran.ila 2,5 % durante 6 minutos e com citrato de chumbo 

(REYNOLDS, 1 9 63) durante 4 minutos e logo apõs examinados ao mi 

croscõpio eletrônico. 

3.8. Radioautografia 

3.8.1. Tratamento e preparaçao do especime para a tecni 

ca de radioautografia 

Para os estudos radioautogrãficos, preparou-se 

um a s u s p e n s a o d e 5 O m l d e X • e. am p e..6 tn i.6 ( 1 O 
8 

c e l u 1 a s / m 1 ) c u l t i -

vadas em caldo nutriente, com 24 horas de idade. A suspensão 

foi centrifugada a 2.000 g durante 15 minutos. O sedimento foi 

ressuspendido em 10 ml de um extrato purificado de bacteriõfa -

gos com 10
9 

unidades formadoras de placa (PFU) e deixadas 20 mi

nutos para o tempo de adsorção. Adicionou-se ã mistura 2 ml de 

uma solução aquosa de timidina tritiada (atividade específica 

20 Ci/mmol), da New England Nuclear, Boston. 

Da mistura acima, foram retiradas 6 amostras de 

2 ml que foram fixadas com glutaraldeido (6,5 % em ta�pão caco-
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dilato 0,125 M pH 7,2) durante meia hora, apos os seguintes in-

tervalos de tempo: 5 minutos, 30 minutos, l hora, 2 horas, 3 

horas e 4 horas. Apõs a fixação cada amostra foi centrifugada a 

2.000 g por 15 minutos. Em seguida, procedeu-se a lavagem com 

tampão cacodilato 0,125 M, pH 7,2 para remover a timidina ra-

dioativa não incorporada. 

O sedimento de cada amostra foi incluído em agar 

2 %. Apõs a solidificação do agar, o material foi cortado em p� 

daços de aproximadamente 2 mm. Estes segmentos foram novamente 

fixados em glutaraldeido (6,5 % em tampão cacodilato 0,125 M pH 

7,2) durante l hora. A partir dessa etapa, seguiu-se o processo 

tisual de incubação (põs-fixação, pre-coloração, desidratação,i� 

filtração e inclusão) descritos em 3.7.2. 

Bacterias nao infectadas com fago e tratadas com 

timidina tritiada, submetidas ao mesmo tratamento, serviram de 

controle. 

O tratamento descrito em 3.8.l encontra-se esqu� 

matizado na pâgina 37. 



'v 

Esquema do tratamento: 

Suspensão 
. 

8 
de f. camput:1tü ( l O 

2.000 g, 15 minutos 

37. 

celu1as/ml) 

! sedimento+ 10 ml de uma 9 suspensao de fago (10 PFU), 
20  minutos para adsorção 
( 2 O Ci mmo 1 ) 

1 
+ 2 ml de timidina tritiada 

12 ml 12 ml 12 ml 12 ml 

Amostra 1 
(5 min) 

Amostra 2 
(30 min) 

Amostra 
( 1 h ) 

3 Amostra 4 
( 2 h) 

Amostra 
( 3 h) 

5 Amostra 6 
(4 h) 

Fixação de cada amostra com glutaraldeido 6,5 
rante 30 min., apõs os tempos de tratamento. 

í
.000 g, 15 minutos 

Sedimentos das amostras de 1 a 6.

% , du-

Processo usual de 

*nclusão em agar 2 %.

inilusão para microscopia eletrôni 
ca. 

Cortes ultrafinos 

Ob - ♦ . - . 1 - . servaçao ao m1croscop10 e etron1co 
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3.8.2. Radioautografia a nível de microscopia Õptica 

A radioautografia para microscopia Õptica foi 

utilizada para se estimar o periodo de exposição para a radioa1:!_ 

tografia a nível de microscopia eletrônic�. O tempo de exposi

ção em dias, necessãrio para se obter um numero de graos de 

prata adequado foi multiplicado por um fator 10, para a obten

ção do período de exposição para microscopia eletrônica. 

O materiai incluído para microscopia eletrônica 

descrito em 3.8.l foi tambêm utilizado para a radioautografia 

ao mtcrosc5pio optico. 

As secçoes semi finas de 0,5 µm de espessura fo

ram cortadas em ultramicrotomo e transferidas para lâminas de 

vidro previamente limpas com deterge�te e solução de eter-ãl -

cool na proporçao 1 :1. A posição dos cortes foi marcada com um 

círculo no verso da lâmina e secadas em chapa quente, para evi 

tar o enrugamento dos cortes (BIENZ, 1977). 

3.8.2.1. Cobertura com emulsão fotogrãfica 

A cobertura dos cortes ultrafinos com emulsão 

fotogrãfica foi realizada pelo mêtodo do 1
1 Streaking 11 (BIENZ, 

1977). A emulsão Ilford L4 (Ciba-Geigy Company, England) 

foi diluída em ãgua bidestilada (1:1) em banho-maria a 45 °C. 
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Ap6s a diluição, foi mantida a 32° c. Em seguida, colocou-se 2 a 

3 gotas da emulsão sobre a }âmina ao lado dos cortes. Com o au

xílio de uma pipeta de Pasteur estas gotas foram espalhadas,fo� 

mando uma pelicu1a homogênea sobre os cortes. As lâminas foram 

então colocadas verticalmente em caixas pretas vedadas e manti

das a 4 ° C em atmosfera seca para exposição, durante 3, 6 e 9 

dias . 

Toda vidraria usada na manipulação da emulsão f� 

togrãfica foi previamente fervida em solução de agua oxigenada 

15 % durante 20 minutos, lavadas com ãgua bidestilada e secadas 

em estufa, para prevenir o nbackground 11 da emulsão fotogrãfica. 

3.8.2.2. Revelação, fixação e coloração das ra

dioautografias para microscopia optica 

Decorrido o tempo de exposição, as liminas foram 

reveladas com o revelador Dektol da Kodak durante 4 minutos e 

fixadas com fixador F-5 tamb�m da Kodak durante 5 minutos, am

bos a 22° c. 

A coloração dos cortes semifinos foi realizada 

com azul de toluidina 1 %. Algumas gotas do corante foram colo

cadas sobre a l�mina contendo os cortes e depois de aquecida por 

1 minuto o excesso do corante foi retirado com ãgua destilada 

corrente e secadas a 37° C. 
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Para o exame das lâminas contendo os cortes se

mifinos foi utilizado um Fotomicroscõpio II da Zeiss, equipado 

com câmara fotogrãfica. Os negativos fotogrâficos foram obti

dos utilizando-se um filme rTgido Panatomic X da Kodak, ASA 32. 

3.8.3. Radioautografia a nTvel de microscopia eletr5ni 

ca 

O material utilizado foi preparado conforme des 

cri to em 3.8.l. 

As secçoes ultrafinas, com espessura entre 60 e 

90 nm foram cortadas em ultramicrõtomo e colocadas em grades 

de cobre de 200
1

�esh:1 previamente cobertas com pellcula de pa� 

lÕdio e ca�vao. 

3.8.3.l. Cobertura com emulsão fotogrãfica 

Para a cobertura dos cortes ultrafinos com emul 

sao fotogrâfica (Ilford L4) foi utilizado o metodo da alça de 

CARO e Van TUBERGEN (1962) modificado por STEVENS (1966). 

As grades contendo os cortes ultrafinos foram 

fixadas no topo de bastonetes de vidro com uma cola de bor -

racha apropriada. Todo material usado na manipulação da emul -

sao fotogrãfica foi previamente limpo, com uma solução ferven 
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te de igua oxigenada 15 % e lavado em igua bidestilada com o 

auxilio de alças de aço de 12 mm de diâmetro, procedeu-se a co 

bertura das grades da seguinte maneira: a alça de aço foi me� 

gulhada na emulsão, previamente diluida em agua bidestilada 

(1 :1) a 45 ° C e mantida em banho a 32° C. Retirou-se o excesso 

da emulsão com papel absorvente, colocando-se a alça em posi -

ção vertical num suporte de madeira para a gelatina se solidi

ficar. Formou-se então, ã aproximadamente 6 mm da extremidade 

uma monocamada perfeita de halogeneto de prata (a cor de inter 

fer�ncia dourada indica a melhor ârea). Esta ãrea foi usada pa 

ra a cobertura, pela aplicação da alça sobre as grades fixadas 

no topo dos bastonetes. 

Para a exposição, as grades cobertas foram acon 

dicionadas em caixas apropriadas vedadas� luz e mantidas a 

4° C, em atmosfera seca, durante aproximadamente 3 meses. 

3.8.3.2. Revelação, fixação e coloração das ra

dioautografias para microscopia eletr� 

nica 

Revelação: as grades foram colocadas em conta

to com o revelador Microdol X da Kodak durante 5 minutos, a 

22° c. Seguiu-se uma lavagem com âgua destilada por alguns se

gundos. 
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Fixação: as grades foram colocadas no fixador 

tiossulfato de sõdio 3 % durante 2 minutos e 45 segundos, a 

o . - - ... . -

22 C. O tempo para a f1xaçao e cr1t1co para a preservaçao da 

ultraestrutura. 

te forma: 

Para remoçao da gelatina, procedeu-se da seguin-

- 3 lavagens de 10 minutos com agua bidestilada;

1 lavagem com igua bidestilada durante 30 mi

nutos a temperatura cohtrólada de 37 ° C;

- 1 lavagem com icido ac�tico 4 % a 37 ° C, durante

15 minutos;

- 3 lavagens de 5 minutos cada cóm agua bide�ti

lacta a temperatura ambiente.

Coloração: as grades contendo os cortes ultra

finos foram coloridas com acetato de uranila 2,5 % durante 6 

minutos, lavadas com agua bidéstilada e em seguida com citrato 

de chumbo, durante 4 minutos e novamente lavadas com igua bides 

tilada. 

As secçoes ultrafinas foram examinadas ao micros 

cõpio eletr6nico, para a obtenção de ele.trofotomicrografias. 
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Os negativos das eletrofotomicrografias foram ob 

tidos utilizando-se no microsc5pio chapas fotogrãficas de vidro 

tipo Projector Slide Plates da Kodak de 6,5 x 9,0 cm. A revela

ção e ampliação dos negativos foram feitas pelos processos foto 

grãficos comurnente usados em laborat5rio. 

-3.9. Determinação da densidade dos graos de prata

Foram uti}izadas eletrofotomicrografias das bac

t�rias infectadas e não infectadas com fago e tratadas com timi 

dina tritiada, nos vãrios intervalos de tempo, como descrito em 

3.8.l. 

A contagem do numero de graos de prata reduzida 

nos radioautogramas foi realizada atrav�s de clrculos (WILLIAMS, 

1969), adotando-se os seguintes crit�rios: 

- Para a medida da ãrea ocupada pelas bact�rias

foram desenhados quadrados em plãstico transparente, cujas di -

mens5es de 6 mm, 9 mm e 12 mm foram equivalentes aos diversos 

aumentos das eletrofotomicrografias. 

- Para a contagem do numero de graos de prata f�

ram utilizados clrculos desenhados em plãstico transparente com 

5,0 mm, 7,5 mm e 10,0 mm de diimetro equivalente a resolução do 

sistema radioautogrâfico (BACHMANN e SALPETER, 1965 e LAGE, 

l 9 80).
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Escolheu-se o ponto media do eixo maior do fi 

lamento de prata como sendo o centro do clrculo de "resolução 

limite 11

• 

- Considerou-se duas possibilidades: (a) .. os

clrculos de resolução que circunscreviam os grãos de prata que 

podiam tocar ou estar sobre a bactéria, foram considerados pr� 

duzidos por radiações originadas do interior da bactéria; (b) 

os graos de prata c;ujos ·c1rculos de res.ol ução não tocavam a 

bactéria foram consider8dos produzidos por radiações fora da 

bactéria. 

3.10. Efeito do virazole (l-beta-D-ribofuranosyl 1,2,4-tria

zole-3-carboxamide) sobre� erocesso de replicação 

iQ fago 

3.10.1. Através de secçoes ultrafinas 

Preparou-se uma suspensao de X. campe�t�ih e 

de bacteri6fagos como foi descrito em 3.8.1. 

Ap5s o tempo de adsorção (20 minutos}, adicio

nou-se ã mistura bactêria-fago, 1 m1 de virazole na concentra

ção de 0,5 mg/ml (ICN Chemical & Radioisotope Division, Cali

fornia). Dessa mistura foram retiradas amostras nos seguintes 

intervalos de tempo: 5 minutos, l hora e 3 horas. No final 
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de cada intervalo de tempo as amostras foram centrifugadas a· 

2.000 g durante 15 minutos para retirar o excesso de virazole 

e fixadas com glutaraldeido (6,5 % em tampão cacodilato 0,125M, 

pH 7,2) por meia hora. Apõs a fixação cada amostra foi centri

fugada a 2.000 g por 15 minutos e os sedimentos incluidos em 

agar 2 %. Apõs solidificação do agar, o material foi cortado 

em pedaços de aproximadamente 2 mm. Estes segmentos foram nov� 

mente fixados em glutaraldeido (6,5 % em tampão cocalidato 

0,125 M, pH 7,2) durante l hora. A partir dessa etapa, seguiu

se o processo usual de inclusão para microscopia eletrônica , 

descrito em 3.7.2. 

Bactêrias infectadas com fago, mas, sem o trat� 

mento com virazo1e foram submetidas ao mesmo procedimento para 

servir de controle. 

3.10.2. Colora�ão negativa (PTA) 

Para o estudo do efeito do virazole através da 

,Ç,,O l oração negativa , u ti 1 i z ou -se a l i quotas d a mi s tu r a b a c tê ri a -

fago tratadas com virazole em 3.10.1. Apõs os referidos inter

valos de tempo as misturas foram fixadas com glutaraldeido 10 % 

durante 10 minutos. Em seguida o material foi colocado em gra

des de cobre e coloridos atraves da técnica da coloração nega

tiva conforme descrito em 3.6.1. 
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O controle, submetido ao mesmo procedimento mas 

sem o tratamento com virazo1e foi levado a efeito. 

3.11. Serologia 

3.11.l. Preparação do anti-soro 

Para a obtenção do antígeno, preparou-se uma 

suspensao do fago (108 partículas viãveís/ml ).

O anti-soro especifico foi obtido utilizando-se 

um coelho macho da raça Nova Zelandia pesando cerca de 3 kg. 

O antígeno emulsionado (l :1) em adjuvante incom

pleto de Freund (Difco} foi injetado no linfonõdulo segundo tê� 

nica empregada por OLIVEIRA (1975). Foram feitas 3 injeções,se� 

do de 16 dias o intervalo entre a primeira e a segunda injeção 

e de 22 dias o intervalo entre a segunda e a terceira injeção 

-Antes da primeira injeção de imunização o animal foi submetido

a uma sangria para a obtenção do soro normal.

Decorrido o tempo de imunização, o animal foi 

submetido novamente a sangria. O sangue coletado foi mantido 

durante 2 horas, em temperatura ambiente, para coagulação. O 

soro liberado foi centrifugado a 3.000 g por 10 minutos para 

separação das hemãcias. O soro foi estocado em congelador apõs 

a adição de mertiolato (l :lOOOO) para evitar contami�ação. 



47. 

3.11.2. Teste de dupla difusão em agar 

· O teste de dupla difusão em agar segundo Ouchter

lony citado por FIGUEIREDO� alii (1977) foi realizado da se -

guinte forma: 5 ml de m�io agar fundido l % foram colocados s� 

bre lâminas de vidro. Apõs a solidificação, foram feitos os ori 

ficios na camada de agar com o auxilio de um "furagar" (gel 

punch da Gelman) contendo um orificio circular central, circun

dado por mais seis furos em posição hexagonal. Na perfuração 

central colocou-se o antigene e nas demais os anti-soros com o 

auxilio de pipetas de Pasteur. As lâminas foram colocadas num 

equipamento da Gelman,·com função de câmara umida, onde se pro

cessou a difusão do antigene e do anti-soro _at� o aparecimento 

das linhas de precipitação. As lâminas que apresentaram linhas 

de precipitação foram lavadas com NaCl 0,85 % por· 24 horas e se 

cadas a 37°C ou a temperatura ambiente. 

A coloração foi feita com Comassie Blue durante 

15-20 minutos e as lâminas foram lavadas com solução removedora

por 3 vezes, secadas a 28° c e fotografadas. 

O corante e a solução removedora utilizados apr� 

sentaram as seguintes formulações: 



Corante: 

Comassie Blue C-250 

Metanol 

�cido Acético Glacial

�gua destilada completando 

Filtrado em papel de filtro 

Solução removedora: 

Metanol 

�cido Acético Gl aci a1

J\gua destilada _completando 

3 �11. 3. Teste de precipitação em tubos 

1 , 2 5 g 

227 ml 

46 ... ml 

500 ml 

50 ml 

75 ml 

1.000 ml 

4 8. 

Os testes de precipitação foram realizados em: 

tubos serolÕgicos de 7 x 70 mm. Consistiu da mistura, em volu

mes iguais, do antTgeno com os anti-soros em diversas dilui 

çoes. Os tubos contendo esta mistura foram incubados a 37° C 

por 2 horas e mantidos a 4 ° C durante 12 horas. Em seguida, ob

servou-se a ocorrência de precipitação através de uma leve agi

tação dos tubos. Os precipitados foram observados ao microscõ -

pio eletrônico, através da coloração negativa como descrito

3.6.l. 

em 
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4. RESULTADOS

4. 1. Isolamento da bactéria

A bacteria isolada de plantas de repolho intensa 

mente infectadas, mostrou as seguintes caracterfsticas: 

Tipo de crescimento em caldo nutr1ente: turva -

çao com formação de anel e película; 

Tipo de colonia em agar nutriente: cor amarela 

brilhante, forma circular com bordos inteiros.

Forma: bastonete, tom flagelo polar. 

Dimensões medias: 0,2-0,8 por 0,6-2,0 pm.

Temperatura 5tima para desenvolvimento: 28
°

c. 

Coloração de Gram: Gram negativa. 
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4.2. Teste de patogenicidade 

Em ambos os· testes de patogenicidade descritos 

em 3.3., as plantas apresentaram sintomas típicos da doença. 

O patõgeno foi novamente reisolado e submetido 

as mesmas observações, mostrando tratar-se do mesmo iso1ado. 

Pela chave de classificação do Bergey's Manual 

of Determinative Bacteriology (BUCKMAN e GIBBONS, 1975) o iso 

lado pode ser classificado dentro do gênero Xanthorriona.ó e na 

descrição das espêcies desse genero, foi incluída em X. eampe� 

t�i� (Pammel) Dowson, 1935. 

4.3. Isolamento e purificação i.2_ fago 

O extrato isolado de tecido vegetal doente puri 

ficado através de filtros bacteriolÕgicos produziu placas de. 

lise de forma circular, com bordos nítidos e com seu interior 

livre de crescimento bacteriano. As placas de lise apresenta� 

ram um diâmetro de l mm, Fig. 2 . 

. O teste para avaliar a longevidade das partícu

las virais de suspensões estocadas a 4
°
c, revelaram grande 

quantidade de placas de lise apos um período de 10 e 12 meses. 



Fig. 2 - Morfologia das placas de lise produzidas pelo fi 
go de X. c.amputJti-6. Placas de li se na di 1 ui ção 
10 3 (A) e 10 lO(B) da preparação do extrato ori
ginal. 
pl = placa de lise 

51.
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4.4. Estoque de fago com alto t1tulo 

Utilizando-se o método tradicionaJ para a obte! 

çao de fago com alto t1tulo (descrito em  3.5) conseguiu-se so

mente suspensões de bacteriôfagos contendo 10
7 part1culas viã

V€is/ml. Através da utilização do método de enriquecimento se

gundo BERSNTEIN e EISENSTARK (1955) conseguiu-se um t1tulo de 

10
10 part1culas viãveis/ml.

4.5. Morfologia da part1cula 

As eletrofotomic rografias do fago apresentando 

cabeça hexagonal, ttauda contrãti l e placa terminal encontram-se 

na Fig. 3. -
\. 

As suas dimensões medias foram: cabeça hexago -

nal com 82 nm de comprimento por 71 nm de largura,cauda contrãtil 

112 nm de comprimento por 20 nm de largura, placa terminal. com 

45 nm de co�primento por 17 nm de altura. 

4.6. Detecção das fases do processo infectivo 

As fases do processo infectivo do fago de X. ea� 

pe�t�l� encontram-se ilustradas na Fig. 4.I através da colora

ção negativa e Fig. 4.II através das secções ultrafinas. 
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Fig. 3 - Morfologia do fago de X. campe-0t�i-0. A) Partículas com bal 

nhas contraídas e agregadas a pequenos fragmentos de bact� 

ria. B) Partículas com bainhas distendidas mostrando a 

placa terminal. Coloração negativa com PTA 2 %, pH 7,0. 
pt = placa terminal 
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As eletrofotomicrografias mostraram a bacteria 

nao infectada (Fig. · 4.1,A) e fagos· ainda não adsorvidos ã ba� 

teria (Fig. 4.11,A). De 20-30 minutos apõs infecção pode-se 

observar o processo de adsorção do fago ã superficie bacteriana 

(Fig. 4.1,B,B' e 4.11,B} . . Apõs 35-45 minutos de infecção , 

observou-se o periodo latente (Fig. 4.1,C e D e Fig .. 4.II�C�D0, 

Apõs 2 horas de infecção pode-se notar a lise e degradação 

da bactéria (Fig. 4.I,E e 4.II,E. De 3-4 horas, foi pos-

sivel observar o processo de liberação das particulas do bacte

riÕfago (Fig. 4.I,F e 4.II,F). 

4. 7. Cinética� incorporação de timidina tritiada em X. eam

pe-0thil infectada com fago 

Os resultados obtidos referentes a contagem de 

graos de prata por µm2 encontram-se representados graficamente 

na Fig. 5 e os radioautogramas representados na Fig. 6. 

Os graos de prata por pm2 encontrados nas eletro 

fotomicrografias de amostras coletadas nos intervalos de 5 minu 

tos, 1, 2 e 3 horas apôs a introdução de timidina marcada, reve 

laram uma maior incorporação aos 5 minutos com posterior decres 

cimo nos intervalos de tempo subsquentes. 

As amostras de bactéria nao infectadas que servi 

ram como controle mostraram que ocorreu um mâximo de incorpora

çao apos 2 horas de tratamento com fimidina. m��cada. 



Fig. 4 - FASES DO PROCESSO INFECTIVO DO FAGO de X. �ampe◊tni◊. 

!-Estudo das fases do processo infectivo atraves da técnica de coloração 
negativa com âcido fosfotungstico (PTA) 2 %, pH 7,0. 

Xanthomona◊ �ampe◊tni◊ nao infec 

tada. 

Adsorção do fago ã bactéria (20-

30 minutos). bf =fago 

II-Estudo das fases do processo infectivo através de inclusões e secçoes
ultrafinas.

Bacteria nao infectada pelo fa 

go (5 minutos). 

Adsorção do fago ã bactéria (20-

30 minutos). 

Continua 
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Continuação 

0,5µm 

Detalhe do processo de adsorção Periodo latente (35-45 minutos). 

-

e 
,�J 

.,,, 

.·', .. fi,,,, ,_: 

Periodo latente (35-45 minutos). Sintese de novas particulas no 

interior da bacteria (l hora). 

Continua 
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Continuação 

Lise e degradação da bactéria (2 

horas}. 

Lise e degradação da bactéria (2 

horas). 

Libera�ão de fagos (3-4 horas). 

Liberação dos fagos (3-4 horas). 
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_ __,, DENSIDADE NO INTERIOR DA BACTÉRIA s;.c,,, 

.. ----- .. DENSIDADE NO INTERIOR DA BACTÉRIA 11-<FECTADA 

<>- - - -<> DENSIDADE FORA DA BACTÉRIA INFECTADA 

... - -DENSIDADE FORA DA BACTÉRIA SADIA 

\ ... �----- ------

\ 

� -·- -· 
- -◊--

60 

--0------- -

- - - -.-.-· 

120 

-
-

-·

TEMPO (minutos) 

::... ...::::._--._!! 

180 

Curvas das densidades de graos de prata no interior das 

bactérias sadias e infectadas com fago. 
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Fig.6 -Eletrofotomicrografiasdas secçoes ultrafinas de X. c.ampe_� 

t�i� infectada com fago e tratadas com timidina tritiada 

durante: A) 5 minutos; B) l hora; C) 2 horas; D) 3 ho 

ras. 
-

gp = graos de prata. 
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4.8. Efeito do virazole no processo de infecção do fago em 

X • c.a.m p e,1., ,th.,.,[1.> 

4.8.l. Através das secçoes ultrafinas 

O exame das secçoes ultrafinas ao microscõpio 

eletrónico (Fig.8.l.A,B,C) . permitiu observar o efeito contro 

lador do virazole sobre as bactérias infectadas com fago duran

te 5 minutos, l hora e 3 horas. 

Nas secçoes ultrafinas das preparaçoes infecta -

das com fago e sem o tratamento com virazo1e (Fig. 8.II,A,B,C) 

que serviram de controle, pode-se notar a presença de partí-

culas no interior da célula com posterior lise da bactéria. 

4.8.2. Atravês da coloração negativa 

Através da observação das amostras do sistema f� 

go-bacteria pela técnica da coloração negativa (PTA), constatou

se pelo exame das eletrofotomicrografias que as bactérias infef 

tadas pelo fago e tratadas com virazole na concentração de 0,5 

mg/1 (Fig. 7, B) permaneceram integras durante o tratamento com 

o viricida. Nas amostras sem o tratamento com o viricida (Fig !

7, A) as bactêrias foram lisadas pela ação do fago. 
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Fig.? - Coloração negativa com PTA 2 %, pH 7,0 de X. eampeit�ii 

mostrando o efeito do virazole (0,5 mg/ml) 60 minutos 

apõs a interação fago-bactéria. A) Bactérias não trata -

das com virazole. B) Bactérias tratadas com virazole. 



Fig. 8 - ESTUDO COM VIRAZOLE 
62. 

I-Eletrofotomicrografias de secçoes ultrafinas de preparaçoes de

X. QampeAt��l infectadas com fago e tratadas com virazole.

1um .· .. · 

5 minutos apos a infecção e tratamento com virazole.

II-Eletrofotomicrografias de secçoes ultrafinas de preparaçoes

de X. Qampelt��l infectadas com fago e sem tratamento com

virazole (controle).

45 minutos apos a infecção com fago. 

Continua 



63. 

Continuação 

l hora apos a infecção e tratamen

to com virazole. 

l hora apos a infecção com fago.

3 horas apos a infecção e trata

mento com virazole. 

2 horas apos a infecção com fago. 
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4.9. Serologia 

Os resultados obtidos com os testes de dupla di

fusão em agar mostraram a formação de linhas de precipitação,re 
. 

-

velando a reação do complexo antígeno-anticorpo. 

Os testes de precipitação em tubos mostraram tam 

bem uma reaçao positiva entre antigene-anticorpo. O exame ao mi 

croscõpio eletrônico dos precipitados mostrou que as partículas 

se encontravam agregadas (Fig. 9, B); podendo-se observar me

lhor a combinação entre a cabeça �o bacteriÕfago e seu anticor

po homõlogo em contraposição ao que se notou na reação entre o 

bacteriÕfago e o anti-soro heterÕlogo (Fig. 9, A). 
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Fig. 9 - Eletrofotomicrografias das preparações serolõgicas dos 

testes de precipitação. A) Extrato de fago com soro 

heterõlogo. B) Reação positiva entre fago e soro homõ 

logo, mostrando o resultado da reação espec1fica que 

permite a identificação de v1rus. bf = fago 
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5. DISCUSS�O

Os isolamentos de bacteriÕfagos a partir de teci 

do· vegetal doente foram bem sucedidos em contraposição com os 

isolamentos de solo pelo mesmo mêtodo de BERNSTEIN e EISENSTARK 

{1955). 

Segundo BERGAMIN FILHO (1975) o insucesso do iso 

lamento do fago a partir de solo pode ser compreendido conside

rando-se que o repolho ê uma planta de ciclo muito curto.Assim, 

a possibilidade de queda das folhas atacadas, com consequente 

incorporação da bactêria e de seu fago ao solo ê bastante remota. 

O mêtodo de purificação atravês do clorofÕrmio 

não foi utilizado neste trabalho, pois não foi necessãrio mani

pul�r muitas amostras ao mesmo tempo. Acrescente-se a isto tam

bêm a ressalva da possivel ação inativadora do clorofórmio con

tra alguns bacteriÕfagos (ADAMS, 1959). Preferiu-se para os en

sàios, o emprego do filtro bacteriolõgico que elimina as espor� 

dicas contaminações que ocorrem quando o clorofõrmio ê utilizado. 
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Um aspecto bastante importante que deve ser con

siderado na metodologia de isolamento ê o processo de enriqueci 

menta (CROSSE e HINGORANI, ·195 8 ; SUTTON e WALLEN, 1967). O enri 

quecimento se revela fundamental devido ao fato dos bacteriÕfa

gos ocorrerem, naturalmente, em numero muito pequeno. Assim,com 

o enriquecimento aumenta-se a possibilidade de contato entre as

particulas d-Os virus existentes na suspensão e as células da 

bactéria hospedeira (BERGAMIN FILHO, 1 9 75). 

Titulas mãximos conseguidos neste trabalho estão 

de acordo com os resultados de outros autores que também traba

lharam com fagos de bactérias fitopatogênicas, entre os quais: 

SUTTON � alii (1958), que conseguiram 2,5 x 109 particulas por

ml com o método tradicional e cerca de 1,0 x 101 0 particulas/ml

com o método semelhante ao de BERNSTEIN e EISENSTARK (1955),BI� 

LING (197 0} conseguiu resultados entre 1 09 e 1011 particulas

por ml trabalhando com diversos fagos de vãrias espécies de 

P6eudomona6 e BERGAMIN FILHO (1975) conseguiu 6,0 x 108 partic�

las por ml pelo metada tradicional e empregando o mêtodo de Berns 

10 tein e Eisenstark, conseguiu o titulo mãximo de 8 ,5 x 10 par-

tículas viãveis por ml. No presente trabalho obteve-se um titu

lo de 1 01 0 particulas/ml, graças i tê�nica de BERNSTEIN e EISENS

TARK (1955) em substituição a tradicional que em nosso laboratõ 

rio apresentou um titulo mãxirno da ordem de 10 7 particulas vii

veis/ml. 
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A placa de lise resultante da interação fago-ba� 

teria hospedeira apresentou um diâmetro médio de l mm. 

Os valores encontrados neste trabalho foram seme 

lhantes aos jã-citados na literatura para outros fagos e outras 

bactérias. O diâmetro mais comum relatado pelos trabalhos de 

KLEMENT (1957); ECHANDI e SUN (1973); ERSKINE (1973) e BERGAMIN 

FILHO (1975) estã ao redor de 1-2 mm. 

t importante salientar que o diâme�ro da placa 

de lise depende de uma serie de fatores (MANDELL e EISENSTARK , 

1953) como concentração do agar, temperatura de incubação, con

centração da bactéria indicadora. Devido a isso, a importância 

da placa de lise para caracterização.do fago e muito pequena 

(ACKERMANN � alii, 1978). 

As particulas apresentavam-se ao microscõpio ele 

trônico, constituidas de cabeça hexagonal, cauda contrãtil e 

_placa terminal. Segundos estas caracteristicas e com base 

na evidência de que todos os fagos com semelhante organiza -

ção estrutural são possuidores de ONA de cadeia dupla (BRADLEY, 

1967; TIKHONENKO, 1970 e ACKERMANN � alii, 1978) tentou-se 

uma classificação preliminar do bacteriõfago estudado no Grupo 

A de Bradley (BRADLEY, 1967) e no sistema LHT de classificação 

(LOWFF e TOURNIER, 1966 e 1971) como pertencente â Divisão Deo-
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xyvira por ter DNA como material genetico; Classe Deoxybinala 

por ter simetria completa; Ordem Urovirales por ter capsideo 

nü e tambem incluido na Familia Phagoviridae, como citado p9r..

BERGAMIN FILHO (197?). 

Visando a identificação do bacteriõfago de X.

eampe-0t�i-0, foi considerada a proposta de ACKERMAN et alii 

(1978) com respeito a um critério de nomenclatura para os fa

gos. O criterio em questão utiliza as duas primeiras letras do 

genero do hospedeiro seguido pela primeira letra do nome da es 

picie. Acrescentamos i esse criterio o nomi do local onde o fa 

go foi isolado. Assim o nome prpposto ficou Xae-CENA. 

Levando-se em conta p�incipalmente as medidas 

de bacteriÕfagos de X. eampe-0t�i-0 descritos por BERGAMIN FILHO 

(1975) e por MATYIS et alii (1976) e o caracterizado no prese1!_ 

te trabalho, pode-se agrupã-los em duas categorias. Uma consti 

tuida de fagos com um comprimento total de 130 nm (cabeça 42 

nm e cauda 88 nm) e outra de fagos com um comprimento ao redor 

de 200 nm (cabeça 80 e cauda 120 nm). 

O ciclo de infecção do fago de X. eampe-0t�i-0 

foi estudado atravês das técnicas de coloração negativa e sec

ções- ultrafinas ao microscõpio eletrônico. A duração das fases 
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de adsorção,.periodo latente, lise e liberação dos fagos encon

tram-se ilustrados na Fii. 4.L e II. Comparando-se estes resul 

tados com uma apreciação de, BERGAMil'l FILHO {1975) acerca da du 

raçao das fases do ciclo litico de alguns fagos de diversas bac 

têrias fitopatogênicas, pode-se dizer que os valores obtidos no 

�resente trabalho foram praticamente os mesmos encontrados para 

X. o�yzae, X. pha�eoli e X. p�uni infectadas pelos respectivos

fagos. 

Os periodos em que o ciclo foi dividido apresen

ta certa subjetividade e apesar das c6ncordincias com os da li

teratura devem ser considerados com certa reserva pois não hou

ve durante as pesquisas cuidados especiais no sentido de optimi 

zar as condições experimentais. 

A respeito da duração das fases do ciclo de in

fecção e interessante considerar, que a cinetica de incorpora -

ção de timidina tritiada na bactéria infectada se deu em um pe

riodo de 5 minutos. Um resultado como este sugere periodos de 

ciclo mais curtos. Contudo, parece razoãvel lembrar que a tran! 

crição do genoma viral compreende gene� necessãrios i fase ini

cial, intermediãria e final do ciclo e não ê feita dentro de 

um programa de sequ�ncia imediata. Sabe-se que o fago T4 exige

prê-�equisitos para o sequenciamento das fases, especialmente 

quanto i alteração da particula sigma e substituição por protei 

nas biossintetizadas nas fases posteriores do ciclo. 
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Ali�s, o programa temporal dos eventos durante 

o ciclo, como no fago Rl7 � altamente dependente das proteinas

da capa proteica (19 gene transcrito e traduzido). As subunida 

des da capa proteica do fago Rl7 sâo absolutamente necessârias 

para o inicio da transcrição do gene da enzima de replicação.O 

·gene da 11 prote1na A 11 que ê tido como o ultimo a ser transcrito

depende da replicase, pois a sua biossintese s6 ocorre em seg

mentos do RNA nascente. Tudo isso mostra como� dificil de es

tabelecer uma correspond�ncia entre o perfodo de incorporaçâo 

da timidina e as diversas fases do ciclo Xac- CENA.

A comparaçao dos resultados obtidos nesta pesquf 

sa com os relatados por GRAMBOULAN e FRANKLIN (1966) parecem 

indicar que a ação dos virus dotados. de âcido nucleico tipo RNA 

sobre o hospedeiro, pode diferir da ação dos virus tipo DNA. E� 

sa sugestão ê baseada no fato de que a replicação do RNA do fa

go Rl7 em E. e.ali, provocou de imediato um bloqueio ã entrada 

de nucleotideo tritiado enquanto no caso do Xae-CENA em X. c.am

pe.-6.:t!Lil (Fig. 5), foi possivel encontrar um mãximo na taxa de 

incorporação de timidina tritiada 5 minutos apos a infecção. A 

incorporação da timidina tritiada parece indicar um consumo do 

composto radioativo no processo de replicação,evitando assim 

uma competição com o genoma do hospedeiro que em nosso estudo 

atinge um m�ximo ap6s duas horas (Fig. 5) a partir da introdu

ção da timidina tritiada. 
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Evidentemente outra possibilidade em relação a 

diferença encontrada poderia ser explicada num mecinismo mais 

complexo, relacionando o fago com hospedeiros de diferentes es 

pecies. 

Os resultados positivos do virazole no desenvol 

vimento do processo infectivo do fago em X. campe��4i6 sugerem 

a utilizaç�o desse sistema de ciclo vital relativamente curto 

como um interessante modelo para estudos sobre os mecanismos 

de ação desse e de ou-ros viricidas em procariotos. 

Os resultados do virazole examinados pela tecni 

ca de coloração negativa podem ser melhor considerados pela 

visualização ao microsc6pio eletr6nico dos cortes ultrafinos 

especialemtne no período p6s-adsorção ate a lise bacteriana. 

Um estudo posterior da localização intra bacte

riana do virazole poderã ser planejado utilizando virazole 

tritiado e as mesmas técnicas anteriormente descritas. Nes

te caso espera-se observar as possíveis regiões em que o vira 

zole poderia acumular e exercer sua funçãW de inibidor com 

petitivo com o ãcido inosínico pela enzima inosina 5 1 -fos

fato desidrogenase. 
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Al�m dos resultados de natureza bâsica, � pos

slvel realizar estudos visando talvez o controle dos vTrus que 

afetam bact�rias Üteis como � o caso das bact�rias utilizadas 

na fermentação industrial. 

O anti-soro obtido apresentou resultados positl 

vos tanto nos testes de dupla difusão em agar como nos testes 

de precipitação. Os sedimentos do teste de precipitação obser

vados ao microscõpio eletr5nico revelaram que embora os anti

:orpos melhor observados foram os formados contra a cabeça do 

fago, hã evid�ncia de que foram formados tamb�m anticorpos pa

ra a cauda. 

Com a obtenção do anti-soro dotado de anticorpos 

espec{ficos para o vfrus em estudo, serã poss{vel a realização 

de testes para se identificar e estudar a relação de parentes

co entre bacteriõfagoS com id�ntica ou diferente morfologia.Adi 

cionalmente, o anti-soro para o fago de X. campeh.tni6 permitirã 

a realização preliminar de testes visando reconhecer semelhan -

las e diferenças entre isolados de regiões diferentes. 

Finalmente parece-nos interessante lembrar que 

os dados, as informações e o dom{nio de t�cnicas com X. campe6-

.tni-0 e seu fago se constituem em elementos fundamentais para o 

futuro desenvolvimento de t�cnicas de Engenharia Gen�tica no Se 

tor de_Fitopatologia do CENA. 



6. CONCLUSÕES
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l. A utilização da t�cnica de BERNSTEIN e EISENl

TARK (1955) apresenta significativa diferença

com relação as t�cnicas de rotina, pois atra

ves dela foi possível passar de suspensões

7 1 Ocom titulas de 10 para 10 part1culas viã -

veis por ml.

2. Em �ista de sua morfologia e algumas outras

informações o bacteriÕfago estudado foi clas

sificado no sistema LHT, como pertencente a

divisio Deoxyvira, classe Deoxybinala, ordem

Urovirales e familia Phagoviridae e tamb�m no

Grupo A da classificação de Bradley. A fim de

identificã-lo, foi-lhe atribuido a denomina -

ção 11Xac.-CENA 11
• 
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3. As t�cnicas utilizadas permitiram distinguir

com razoâvel facilidade os periodos: adsorção

(20-30 minutos), fase latente (35-45 minutos),

lise e degradação das bactêrias (2 horas) e li

beração dos fagos (3-4 horas).

4 .. Ocorreu um mâximo de incorporação de timidina 

tritiada pelas bactêrias infectadas com fagos 

aos 5 minutos de tratamento, indicando que o 

virus apresenta razoâvel tlomlnio sobre o geno 

ma da bact�r�a hospedeira desde o inicio do 

seu ciclo. 

5. O virazole mostrou um efeito inibidor sobre a

infecçio do fago i bactêria observado atrav�s

das colorações negativas e das secções ultra

finas, o que pode indic�r uma ação inibidora·

e competitiva sobre a �nzima inosina 5'-fos�a

to desidrogenase.

6. Os testes serol6gicos indicaram que houve a

indução de anticorpos específicos principal -

mente para a cabeça do bacteri6fago, eviden -

ciando também anticorpos para a cauda.
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7. Os resultados da açao do virazole no sistema

vlrus-procarioto parece �ervir de modelo ade

quado para testes com viricida.
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