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RESUMO

O virus do mosaico do quenopédio foi purificade por meio de centrifugagdes alter-
nadas de baixa e olta velocidade, complementadas pelo tratamento com cloroférmio e
afcool amilico. Foram obtidas preparagbes altamente ativas, que apresentaram aos rea-
cOes carocteristicas das proteinos e um espectro de absorgdo da luz ultravioleta igual
ac das nucleoproteinas, e que ndo apresentavam o fendmeno de anisotropia de fluxo,
O sedimento dessas preparages purificadas, obtido na ultracentrifuga, retomado em
um pequenc volume de solug@o de sulfato de amdnio 0,2 saturada e guardado o
4°C, produz um grande nimero de microcristais.

As paorticulas que compdem as preparagBes examinadas ao microscépio sdo de
aspecto e dimensdes bastante uniformes; sdo “esféricas” e de céreca de 30 milimicros
de diémetro.

Q. material purificado se assemelha ao virus do mosaico “southern bean”, quanto
ao aspecio dos cristais, mas os testes de hospedeirds e sorolégicos indicaram tratar-se
de dois virus perfeitarnente distintos.

1 — INTRODUCAO

Estudos realizados por Costa e Bennett (%), sdbre as propriedades
e, principalmente, os hospedeiros de um virus que atacava o Chenopo-
dium vurale L., indicaram que éle diferia dos demais virus até entdo
descritos na literatura.

Tratando-se de um novo virus, bastante resistente a desnaturacdo
e-que ocorre em alta concentracdo no hospedeiro, resolvemos tentar

{*) Trabalho em parte realizaodo com equipamento doodo pela Fundacdo Rocketeller.
Recebido para publicacdo em 21 de dezembro de 1957.
{**) Bolsistas do Conselhe Nacicnal de Pesquisas.

(1) COSTA A, 5. & BENNETT, C. W. 56bre os hospedeiros do virus do mosaico do quenopddio.
Campinas, Instituto agrondmico, 1956, [Comunicocfio verbal]
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purificd-lo, pois além do interésse cientifico apresentado pelo proble-
ma, essas propriedades indicavam que as nossas tentativas poderiam
ser bem sucedidas.

Os resultados prelimingres dos trabalhos realizados por dois dos
outores ja foram objeto de uma comunicagdo prévia (10).

Na presente publicagdo se descrevem com mais pormenores al-
guns fatos observados no transcorrer dessas tentativas, o método que
permitiu a obtencdo de preparagdes altamente ativas e cristalizdveis e
algumas propriedades das preparagdes purificadas do VMQ (virus do
mosaico do quenopddio).

2 — MATERIAIS E METODOS

Para a obtengdo do material que era submetido aos processos de
purificagdo, félhas de tamanho médic de Chenopodium murale assim
como de €. glbum eram incculadas mecénicamente com suco de plan-
tas doentes, diluido em igual volume de solucdo tampdo de fosfato
0,1M e de pH 7. O material que originalmente servia de indculo pro-
vinha de félhas de (. murale doentes, mantidas na Segdo de Virologia
do Instituto Agrondmico.

As plantas sadias que serviram de contrdle nas nossas experién-
cias eram sempre cultivados nas mesmas condigdes das plantas que
eram inoculadas com virus.

A colheita das félhas infetadas era em geral feita 15 a 20 dias
apds as inoculacdes. Na mesma ocosido procedia-se, quando necessa-
rio, d colheita de félhas sadias para contréle. Apds a calheita essas
félhas eram guardadas na geladeira, mais ou menos a 4°C, geral-
mente por uma noite, até o inicio do processo de purificagdo.

O suco de tais félhas, obtido pelos processos usuais, diluido com
igual volume de solucdio tampdo de fosfate 0,1M e pH 7 era centri-
fugado a 1 500 g durante 20 minutos, numa centrifuga “Internatio-
nal”, para a sua clarificagdo. '

A seguir, numa ultracentrifuga Spinco, Modélo L, refrigerado, o
suco assim clarificado era submetido, por duas vézes, a centrifugactes

alternadas de rotacdo baixa (1700g, 30 min) e alta (95000 g,
50 min).
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As “pellets” obtidas na Ultima ultracentrifugagdo eram dissolvi-
das em tampdo de fosfato 0,1M e de pH 7, a solucdo resultante era
agitada enérgicamente com cloroférmio e dlcool amilico, segundo o
processo descrito por Schneider (8), De ordindrio ésse processo erq re-
petido uma segunda vez e ¢ scbrenadante final, contendo o virus, era
ultracentrifugado a 95 00Q0g, durante 60 minutos. A “pellet” entfo se-
dimentada era muito clara ¢ de aspecto homogéneo.

O espectro de absorgfo dessas preparagdes foi determinado num
espectrofotémetro Beckman DU e o método empregado nas microde-
terminagbes de nitrogénio foi o de micro-kjeldahl.

Para o exame ao microscopio eletrbnico, suspensdSes do VMQ em
diluigBes convenientes foram pulverizadas em telas de microscopia ele-
trénicg recobertas préviamente com um fiime de parlddio. Em seguida
foram metalizadas em alto vdcuo, com cromo, sob dngulo de 20° para
efeito de sombreamento. As preparacdes foram observadas em um mi-
croscdpio eletrdnico RCA tipo EMU. Foram obtidas microfotografias
com gumento direto de 5700 X e que depois foram aumentadas
opticamente.

Os soros contra o virus do mosaicos do quenopddio (cujo poder
antigénico ja havia sido demonstrado em trabaiho anterior) (9}, e con-
tra o do mosaico “southern bean” (¥} foram obtidos de coelhos, que re-
ceberam, em dias alternades, uma série de cinco injegdes intravenosas
de 1 ml de uma solucdo concentrada dos respectivos virus purificados.
A sangria foi feita 10 dias apds a Gltima injecdo. Com ésses soros
foram realizadas provas cruzadas de precipitina.

A estimativa da atividade de uma das preparagdes purificadas
foi feita em meias folhas opostas, comparando-se o nimero de lestes
cloréticas produzidas pela preparagdo e pelo suco original, ambos
gjustados & mesma cencentragdo de nitrogénio. A comparacdo foi feita
em diversos niveis de concentracdo e para cada um déles foram em-
pregadas 10 félthas dé Chenopodium murale.

O virus do mosaico do quenopbddic foi cristalizado a partir das
preparacoes atrds mencionadas, pelo seguinte processo: 12 ml de uma
suspensdo purificada contendo aproximadamente 5 mg/ml de virus
foram ultracentrifugados durante 60 minutos a 95 000 g. © sobrena-

(M A amostra do virus do mosaico “southern bean” (SBMV), purificada no Departamento de
Biofisica dag_Universidade de Pitsburgh por meio de centrifugages diferenciais, nos foi
cedida gentilmente por Pérsia de Souza Santos, de Ihstitute de Pesquisas Tecnologlcas de
530 Paulo.
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dante foi decantado e & “pellet” sedimentada juntaram-se 0,25 m! de
uma solugéo 0,2 saturada de (NH,): SO4. O tube foi guardado na gela-
deira a temperatura de cérca de 4° C, numa posigdo inclinada para
que a solugdo cobrisse totalmente a “pellet”. Com o tempo esta se
desmancha quase totalmente, formandoc uma suspensdo opaca. Um
exame dessa suspensdo oo microscopio, feito em geral 12 horas apds
a adi¢do da solugdo de sulfato de aménio, revelou a presenca de nu-
merosos cristais.

3 — RESULTADOS

Ja na primeira ultracentrifugagdo do suco clarificado das félhas
de plantas doentes sedimenta-se uma “pellet” que contém a nucleo-
proteina ativa. Mas, também do suco das plantas sadios separa-se,
nessa mesma operagdo, um sedimento do mesmo aspecto, perém em
menor quantidade e ndo pegejoso como o proveniente do material co-
lhido de planta afetada. E de se presumir, portanto, que as preparagdes
de virus do mosaico do quenopédio obtidas por simples ultracentrifu-
gacdes contenham quantidade aprecidvel de substdncias normais da
planta. Repetir, ainda que por diversas vézes, as centrifugagdes alter-
nadas de baixa e alta rotagéio, com a intengde de purificar a prepara-
¢do, seria provavelmente indtil, pois do material sadio submetide a
uma tal operacéio por quatro vézes, ainda se sedimentou uma “pellet”
na ultima ultracentrifugacdo.

Se, porém, a suspensdo em tampdo de fosfato 0,1M e de pH 7 da
“pellet” obtida de suco de plantas sadias fér agitada com cloroférmio
e dlcool amilico, e em seguida centrifugada, as substdncias que a com-
pbem sdo eliminadas da fase aquosa, que na centrifugacdo se sobrepde
a faose cloroférmio-dleool amilico. Contudo, para que essa eliminagao
seja completa, é necessdrio que ésse tratamento seja repetido uma se-
gunda vez. Depois désse tratamento, no caso de planta sadia, se o so-
brenadante é ultracentrifugado ndo se sedimenta material algum. Ao
contrdrio, de material de plantas doentes sedimenta-se ainda uma
“pellet” bastante grande, presumivelmente constituida pelas particulas
de virus.

Os dados apresentados no quadro 1 dée uma idéia da atividade
do produto obtido por é&sse processo: ultracentrifugacées combinadas
com o tratamento Schneider.
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Quapro 1. — Comparacdo entre o nuimero de lesdes clordticas produzidas em €. ynurale
pelo virus pure do VMQ (A) e o suco original {B) em vérios diluicdes, num teste

de meias félhas

Lesses obticas com - LES0ES 001 49 SO Relagdo
Diluigéo 0 virus puro original
A B A/B
n 1 ne
1232 336 | 242 1,3
1:64 102 &0 1,7
1320 .. 16 32 3.6
1:1 600 ... ! 270 54 5,0
116000 ... l‘ 184 | 22 8,3
1:32000 } i 12 9,2
1:160 000 | 51 | 9 | 5.6
O exame do quadro 1 revela que se trata de uma comparagéo

quantitativa aproximada, entre as ctividades dos preparacdes purifica-
das e do suco original, baseada nc ndmero de lesdes cloréticas pro-
duzidas pelo virus em meias félhas opostas de (. murale. O material

purificado fei diluido @ mesma
concentragdo do nitrogénio do
suco provindo de planta sa-
dia. Essa diluicdo foi feita com
suco de plantas sodias de
mesma concenfracdo do suco
original que continha o virus.
Embora o valor quantitativo
désse processo seja discutivel,
é evidente que a atividade por
unidade de nitrogénio de ma-
terial purificado é nitidamen-
te superior & do suco original.

Esse material purificado
apresentou as reacdes caracte-
risticas das proteinas — Mil-
lon, xantoprotéica e biureto
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FIGURA 1. — Curva de absorcao da luz
ultravioleta de diversos comprimentos
de onda, de uma suspensdo do VMQ
purificado.
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— ¢ o seu espectro de absorcdo da luz ultravioleta é o caracteristico
das nuclecproteinas (fig. 1).

A suspensGo ndo apresenta anisotropia de fluxo, numa concen-
tracdo em que o virus do mosaico do fumo mostra nitidamente ésse
fendmenc (12), o que nos féz prever que as suas particulas ndo deve-
riam ser sensivelmente assimétricas.

As fotografias teitas ao microscdpio eletrénico confirmaram essa
previsdo, pois as particulas que elas mostram sdo isométricas, e tem-se
a impressdo que sejam peliédricas, come é mostrado na estampa 1-5.
O seu diémetro médio é de cérca de 30 my.

A estampa 1-.1 mostra os cristais do VMO, de forma semelhante
aos do virus do mosaico “southern bean” (7), que se obtém quando o
material purificade & ultracentrifugode e tratado com um nequeno
volume de solugdo de sulfate de aménio 0,2 saturada.

As reagbes soroldgicas cruzadas, pele método das precipitinas
entre os soros e os virus do SBMV e YMQ revelaram os resultados re-
produzidos no quadro 2.

QUADRO 2. — Resultados de reacdes sorolégicas cruzadas, pelo método das precipitinas,
entre soros e virus do SBMV e VMQ (*)

el o
N Anh-“ SBMV diluido VMQ diluido Soro Normal
\ Soro T
a a diluido a
Virus 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/2 1/4 1/8:3/16 1/32:|.°1/2 1/4 1/16

SELOT e i R AR R T

VMQ = e R e R R R = - = —

Pl.sd. f. = W i = Ut = e

Pl.sd. m S A = : Rt % =

(*) Pl. sd. f. = suco de planta sadia de feijao; Pl. sd. m = suco de planta sadia de C.
murale; -+ = reacdo positiva, em tubo de prova;, — - reacdo negativa, em tubo de
prova.

4 — DISCUSSAO E CONCLUSOES

Ndo ha, naturalmente, razbes para se pressupor que ¢ tratamento
com cloraférmio, da “peilet” obtida do suco de plantas doentes, seja
perfeitamente seletivo, desnaturande completamente certas substdan-
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cias e deixando intatas outras. Contudo, é provavel que as substdncias
normais da planta, contidas nas “pellets” oriundas do suco de plantas
doentes, se desnaturem mais rdpida e facilmente gue as particulas de
virus que as acompanham. Plancs para estudar essa guestdo estdo
sendo considerados, Contudo, pode-se desde ja afirmar que, enguanto
a "pellet” do material sadio é completamente desnaturada depois de
tratada uma ou duas vézes pelo método de Schneider, parte substan-
cial daquela correspondente ao material doente continua a sedimentar-
se mesmo depois de quatro tratamentos. E muito provdavel, porém, que
parte das particulas do virus seja também desnaturada por ésse trata-
mento. Por tal motivoe ndo dispomos ainda de dados que permitam
avaliar com o desejada seguranga a concentra¢do que o virus alcanga
nas plantas infetadas.

Conquanto deva ser reconhecida g necessidade de outras evidén-
cias, a homogeneidade quanto ao aspecto e dimensdes de praticamente
todo ¢ material que se observa no campo de microscopio eletronico nos
taz supor que essas preparagdes do virus do mosaico do quenopédio se-
jom de um razodvel grau de pureza (6).

Conforme estampa 1-B as particulas do virus do mesaico do que-
nopddio sdo arredondadas e tdm um didmetro médio de 30 my.

Um exame mais atento das particulas e das suas sombras revela
que elas sdo poliédricas. Essa forma poliédrica das particulas de virus
de plantas consideradas “esféricas” j& foi observada em diversos outros
virus tais coma “wound tumor” (1), “Tomato bushy stunt” (2},

Essa forma tem sido atribuida também a uma alterag@o que as
particulas sofrem durante o processo de metalizagdo e alto vacuo para
efeito de sombreamento (13).

Os dados do quadro 1 mostram claramente que as nossas prepa-
ragbes de virus do mosaico do quenopédio s@o altamente ativas. O virus
purificado foi diluido & mesma concentra¢do de N da parte do suco
original, separado no inicio do processo de purificacdo. Essa diluigdo
foi feita com suco de plantas sadias para que, na medida do possivel,
as condigdes féssem semelhantes para as duas suspensdes. DiluigBes
iguais dessas duas solucbes foram feitas e inoculadas em meias félhas
opostas de €. murale. Depois de inocular, sem resultados, 110 varie-
dades de Phaseolus vulyaris L., da colegdo do Instituto Agrondmico, &
procura de uma planta que produzisse lesdes locais bem distintas
quando inoculada com o virus do mosaico do quenopédio, tivemos que
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nos satisfazer com as lesdes clordticas que foram produzidas nas félhas
inoculadas do proprio (). murale. Essas lesbes ndo sdo bem definidas e
contd-las com exatiddo, especialmente quando seu nimero é grande,
é muito dificil. Por essa razdo e também porque o niumero de 10 fé&-
Ihas, empregado para cada diluicdo, fosse muito pequeno, os resulta-
dos que obtivemos, embora indiquem claramente a alta atividade da
preparagdo purificada quando comparada com o suco original, tém
apengs um valor relativo. Note-se, por exemplo, que por diversas vézes
o numero de lesbes produzidas por uma certa diluigGo é maior que o
namera produzido pela diluigdo mener, anterior. Ndo obstante, a rela-
¢do entre o nimero de lesbes produzidas pelo virus purificade e pelo
suco origing! é sempre magior que 1 {um). Essa relacdo é maxima nas
diluigbes intermedidrias, de acdrdo com o que se poderig esperar con-
siderando-se o que se admite, de uma maneira geral, sébre a relacdo
existente entre a concentracdo de uma solucdo de virus e o ndmero de
lesGes que ela produz (3).

Diante da alta atividade das preparagdes e da uniformidade das
particulas que aparecem no campo do microscopio eletrdnico, parece
razodvel supor que estas sejam as particulas do préprio virus. Natural-
mente cabem aqui tédas as cbje¢des que foram levantadas contra idéia
semelhante, no caso de outros virus, especialmente do virus do mo-
saico do fumo, e que tém sido removidas, parcial ou totalmente, pelas
evidéncias acumuladas com o transcorrer do tempo (4).

No presente case a possibilidode de que a atividade da prepao-
racdo seja devida a particulas muito pequenas parg serem vistas ao
microscopio eletrdnico, talvez possa ser desprezada, pois muito pro-
vavelmente elas teriam sido eliminadas com os sobrenadantes das di-
versas ultracentrifugagbes a que o material foi submetido. Resta, ainda,
a possibilidade de que nem tédas as particulas visiveis sejam de virus.
Parte delas poderia ser material normal da planta constituido por coin-
cidéncia de particulas do mesmo tamanho das particulas do virus, ou
entdo material inativo, cuja formacdo tenha sido provocada pela pre-
senca do virus (5,11).

Contudo, pelos resultados que obtivemos trabalhando com plan-
tas sodics, é pouco provével que ainda exista gquantidade aprecidvel
de material normal nessas preparacdes. Além disso, algumas observa-
cbes ao microscépio eletrdnico do material de planta sadia néo reve-
laram a presenga de particulas do tamanho das do material purificado.
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Continua, porém, de pé a possibilidade de que parte do material seja
naturalmente ingtivo ou talvez tenhg sido inativado pelos tratamen-
tos que sofreu durante o processo de purificagdo.

A semelhan¢a da forma dos cristais do VMQ com a dos cristais
do SBMV e o fato de possuirem pontos de inativagdio térmica elevados,
além da alta concentracdo nos seus hospedeiros () levaram-nos g
realizar estudos sorolégicos com os mesmos, ndo obstante existirem
evidéncias de diferencas entre éles com relagdo aos hospedeiros.

Para isso foram preparados soros contrg ambos os virus em coe-
lhos e forom realizadas provas cruzadas de precipitina. Os resultados
estdo resumidos no quadro 2, e déles se depreende que ambos sdo
sorolégicamente diferentes.

PURIFICATION AND PROPERTIES OF CHENOPODIUM MOSAIC VIRUS

SUMMARY

The Chencpodium mosaic virus was purified by means of olternated low and
high speed centrifugations combined with chloroform N-amyl alcohol treatment.

Such preparations have a high activity, give positive tests for protein and its
ultra-violet absorption spectrum is that of a nucleoprotein solution. They do not show
the phenomenon of anisotropy of flow.

When examined in the electron microscope they showed to be constituted of
“spherical” particles of uniform size hoving an approximate diameter of 30 my,.

If a pellet of the purified virus is resuspended in a small volume of 0,2 saturated
{(NH.}:. SO, solution and kept at 4°C for several hours, masses of roughly rhombic
crystals are formed.

As far as the size of particles ond the form of crystals are concerned, the
Chenopodium mosaic virus resembles the southern bean mosaic virus. They differ,
however, in their host range and are not related serclogically.
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PURIFICAGAO DE VIRUS EstamMpa 1

Virus do mosaico do quenopddio (Chenopodium murale L.). A — Cristais do
VMQ obtidos por precipitacao com sulfato de amoénio 0,2 saturado; B — foto-
micrografia eletrénica, mostrando as particulas “esféricas” do VMQ (preparacao
sombreada com cromo).





