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RESUMO

Experitnentos rclativos 4 purificacio do virus da necrose branca do fumo,
em geral instivel aos processos de purificacdo, mostraram ser possivel obter pre-
paracBes razodvelmente homogéneas partindo-se de plantas por éle infetadas,

O processo de purificagiio constou de uma clarificagio preliminar através
da adsorcio de diversos componentes do suco de planta. ao qual foi adicionado
dietilditiocarbamato de sédio a 0,1 M ¢ tampio de fosfato pH 80 e a 0,1 M em
fosfato hidradatado de cdlcio, seguida de ultracentrifugacfes diferenciais. Os re-
sultados das purificacdes a partir de Nicotiana tabacum L. var. yanthi, Solanum ni-
grimt L. e Patura stramoniwm L. doentes, mostraram-se consistentes com respei-
to & presenca de pellets apos duas ultracentrifugacdes, o mesmo nio acontecendo
com as plantas contrdles. Tais preparagles apresentaram infetuosidade até o
terceiro dia apds a extracdo do suco.

Exames ao microscdpio eletrénico das suspensdes das pellets acima men-
cionadas em Aagua destilada, mostraram a existéncia de particulas esferdides com
um didmetro ao redor de 50 milimicra.

InjecBes em coelho, via intravenosa, num total de 7 doses de 2-3 ml de sus-
pensio do virus da necrose branca do fumo, preparadas didriamente pelo processo
jd rcferido, mas com uma s ultracentrifugacio, provocaram a formagiio de anti-

corpos para o mesmo, conforme sc pode constatar pelos testes de precipitina de
difusio em Aagar.

1 — INTRODUCAO

O virus da necrose branca do fumo tem sido encontrado afetando
diversas plantas de importancia economica no Brasil. Diversos traba-
Thos sobre identificacio, transmissio, circulo de hospedeiras e algumas
propriedades désse virus, ja foram publicados (1, 2, 3, 4). Os resulta-
dos de tais estudos tém aumentado o interésse pelo mesmo, ndo sé por

(1) Recebido para publicagfio em 2z de junho de 1061,
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razoes de ordem pratica como pela contribuicdo que os virus menos es-
tavels possam oferccer para os problemis de caridter hisico.

O virus da necrose branca apresenta, quando inoculads em fumo,
trés fases distintas em sua smtomatologia e um circulo de hospedeiras
mais ou menos semelhante ao do febacco streak dos [stados Unidos ¢
tobacco ringspot virus (100 Entretanto, as diferencas entre o virus da
necrose branca e os dois acima & de tal ordem que tem justificado wma
classificacdo distinta ao virus descrito neste trihalho (2).

Iintre os virus désse grupo. pelo que sabemos, apenas o fobacco
ringspot, que ¢ o mais estavel. ol purificado por Stanley (11} ¢ Stiee-
re (12}.

Assim, pois. o propdsito dos autores, isolando-o e concentrando-o,
verificando-lhe a forma e a dimensdo, constatando o sen poder antigé-
mea, foi o de contribuir para o maior conhecimento de um virus dotado
de acentuada instabilidade aos tratamentos comuns de labaratoria, ¢
que ja foi encontrado afetando diversas expéeies de plantas cultivadas.

Nossos primeiros ensaios de purificagdo do virus da necrose hran-
ca«do fumo nfo foram satisfatorios devido i mencionada instabilidade
s operagdes de purificacio.  Contudo. o uso do dietilditiocarhamato
de sodio, propiciando maior estabilidade no virus, a semelhanca do que
sucedeu a alguns cutros deseritos por Fulton ¢ Hampton (5. 6. 7). con-
tribuiv para a obtencilo do virus em estado parcial de pureza ¢ com po-
der infetante,

Simultaneamente foram levados a efeito trabalhos para a obtencao
de informagBes preliminares sdhre a forma e propriedade antigénica dao

virus.

2 — MATERIAIS B AETODOS

Em geral, plantas de fumo (Nicotiana tabacam var. xanthi) dota-
das de ¥ a4 10 1olhas foram inoculadas com o virus da necrose branca.
Apos 5a 8 dias de inoculicio, as falhas exibindo lesdes locais foram co-
Ihidas e submetidas a diversos tratamentos.  Antes do moer, as fothas
eram molhadas com tampdo de fosfato de 0.1 M. Pl R0 e igual volume
de uma solugdo de dietilditiocarbamato de sodio a 001 M. Ao suco
obtido era adicionado novamente igual volume de tampido de fosfato.
Essa suspensdo era a seguir centrifugada a 4000 rpm durante 10 mi-
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nutos e ao sobrenadante era adicionado fosfato de caleio hidratado pre-
parado segundo o método descrito por Fulton (6).

Apds homogeneizagio do fosfato de calcio hidratado (FCH) com
o suco antes clarificado nova centrifugacio de 4 000 rpm, durante 15
minutos, permitia obter um sobrenadante pardo-claro que era subme-
tido a pelo menos dois ciclos alternados de centrifugagdo.  Em alguns
casos, antes do tratamento com FCH., era feita uma centrifugacio de
30000 rpm. durante 75 minutos, com posterior suspensio das pellets
em pequeno volume de fosfato com carbamato, nas proporgoes prévia-
mente indicadas, e nova centrifugacio a 3000 rpm. por 15 minutos. Ao
sobrenadante obtido era entio adicionado FCH e, apds homogeneiza-
¢o, a suspensdo era submetida a outra baixa centrifugagio (3000 rpm,
10 minutus).  Este processo, que nfo parece prejudicar as caracteristicas
do produto final, foi utilizado em algumas preparacfes a fim de econo-
mizar o FCH. Daralelamente foi feito um teste ¢ue permitiu obter al-
gumas informacdes com respeito ao processo de adsor¢do com FCH.
Sucos de folhas de fumo com lesdes locais e com virus sistémico eram
tratados igualmente com FCH e, depois de separados em sobrenadante
e precipitado, foram inoculados em fumo. Os resultados mostraram
que no sobrenadante estava quase todo o virus infetante.

A mesma seqiiénela no processo de isolamento do virus, sem o uso
do dietitditiocarbamato de sodio, deu, no final, pellefs apenas com as
plantas doentes, mas sem infetuosidade. Ultracentrifugagdes diferen-
ciais de preparagoes diluidas em tampdo de fosfato 0.1 M e sulfito de
soddio a 0,01 M também nio produziram pellels infetantes.

Além dos trabalhos com material proveniente de plantas com le-
soes locais, foram feitas duas preparacOes com félhas que estavam na
fase de recuperacio, periodo ésse em que subsiste consideravel ¢uanti-
dade de virus, sem sintoma muito pronunciado,

O mesmo processo de purificacdo levado a efeito com plantas =a-
dias, crescidas em igunal situagdo, climinou todo material normal apds a
primeira ultracentrifugacao.

Idéntico processo utilizado a partir de plantas sadias ¢ doentes de
Datura stramoenium o Selanum nigrum, produziu pellets apenas com o
material procedente das doentes.

Os produtos das diversas preparagoes com oun sem suspensio de 1a-
tex e em diversas diluigdes foram colocados em peliculas de colodio pa-
ra exames ao microscopio eletrdnico (%},

(2) Consignamos nossos agradecimentos zos Drs. A. Vallejo Freire ¢ A. Bruner Jr.
pelas facilidades proporcionadas aos exames eletron-microscopicos de nossas preparagdes.
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Ao mesmo tempo, preparacdes provenientes de um total de 800 g
de folhas de fumo com lesdes locais causadas pelas estirpes | ¢ 11 do
virus da necrose branca do fumo (9) ¢ preparadas diariamente par meio
do FCH e centrifugacdes diferenciais, foram injetadas em coelho,  Sete
mjecdes de 2 a 3 ml foram feitas pela via intravenosa e, apos 10 digs
de descanso, colheu-s¢ o sangue e preparou-se o soro pelo processo co-
mum,

Testes de precipitina em tubos foram procedidos com o séro abti-
do, sem resultado positivo.  Diversas ariaches para a execucio dés
tes testes foram introduzidas.  Didlise do soro contra agua destilada e
posterior suspensdo em NaCl 0,14 N ¢ precipitacio com sulfato de ama-
nio 0.5 saturado, seguido de uma dituicio do precipitado em solugdo fi-
siologica, foram experimentados visando eliminar possivels interferen-
tes do sdére ou methorar as condlighes para a especifica precipitacio.
Com o mesmo proposito absorvew-se o anti-soro com dgar, observindo-
-se o mesmo resultado negativo.

Com respeito ao antigeno foram usados viras e varias fontes
suspensio de virus purificado e suco original.

Fm virtude da alta sensibilidade do método de difusio em agar,
provado para diversos virus de planta. inclusive para o do red node
do feijoeira ("), dotado de caracteristicos muitos semelhantes 10 virus
da necrose hranca, realizou-se uma série de testes pelo método mencio-
nado.  Para isso, o meio para a reacao fot preparado com agar, segun-
do o processo descrito por Ouchterlony (8) e van Slogteren (9). usan-
do-se fenol a 2% em vez de mertiolato, recomendado para preservacio
do meio contra microrganismos.

Os buracos para a colocagdo das amostras foram feitos no agar
depositado em caixas de Petri, por meio de perfuracdes com cilindros
metalicos e posterior succio a vdcuo. Cada reservatdrio comportava
mais ou menos 4,05 ml do anti-séro e das amostras, Essas placas, uma
vez prontas para as provas, eram mantidas em cimara Gmida e obser-
vadas periodicamente.

3 — RESULTADOS

As pellets obtidas de plantas de fumo em dois estdgios de infec-
Gdo com o virus da necrose branca e as obtidas de Datura stramonium ¢

(3) Essas estirpes fuzem parte da Colevdo da Segfo de Virologia, Instituto Agronomico,
Cuampinas. L
(4) Scorr, M. A. Comunicagio verbal.



PURIFICACAO E SEROLOGIA DO VIRUS
DA NECROSE DO FUMO Estampa 1

Virus da necrose branca do fumo. 4 — Particulas observadas ao microscopio
eletronico em preparacdes purificadas do virus da necrose branca do fumo.
B — Reacio serologica de difusio em agar.
positado o anti-séro e os orificios sob as linhas 1 e 2 contém suco de planta

Nos orificios com as foi de-

doente e sadia, respectivamente. As linhas de precipitacio revelam rea-
¢ao entre antigeno do suco doente e seu anti-soro.
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Solanum nigrum doentes, conquanto apresentassem em algumas prepa-
racbes uma tonalidade parda, mostraram, ao microscdpio eletronico, ser
constituidas de particulas com um didmetro de aproximadamente 50
milimicra e aspecto razoavelmente homogéneo, como se pode ver na
estampa 1-A.

Em tais exames observou-se, ainda, que as particulas preparadas
pela técnica descrita neste trabalho. sombreadas com cromo, se apre-
sentavam, em geral, com razoavel achatamento.

De maneira geral era bem mais facil obterem-se pellefts mais lim-
pidas dos sucos provenientes de Solanum nigrum que das outras hospe-
deiras por nds usadas neste trabalho.

A suspensio das pellets em carbamato, demostrou boa infetuosida-
de, mantendo-se assim infetantes pelo menos durante 3 dias, quando con-
servadas a mais ou menos 5°C. Uma prepara¢io mais velha, mantida
nas mesmas condi¢des, jA havia perdido seu poder infetante apds 15
dias de envelhecimento.

Testes serologicos de difusfio em agar apresentaram linhas de pre-
cipitagdo, revelando o poder antigénico do virus da necrose branca. A
estampa 1-B mostra um dos testes de difusio em agar.

Testes com as diversas estirpes dos virus existentes na Secio de
Virologia, foram positivos, havendo casos com duas e até trés linhas
de precipitagio, observadas dentro de um periodo de 16 horas a 6 dias
no maximo. A natureza das linhas suplementares nio estd bem esta-
belecida. Nestes testes nio houve reagio para as amostras provindas
de plantas sadias. O virus da necrose branca suspenso em dietilditio-
carbamato de sddio e guardado em refrigerador a 5°C, muito embora
houvesse perdido sua atividade apés 15 dias, reagiu com seu anti-séro
apos 30 dias de envelhecimento.

Os testes realizados com amostras de Datura stramonium e Sola-
num nigrum doentes mostravam linhas de precipitagdo no agar, o mes-
mo ndo se dando com as amostras sadias.

Ensaios usando anti-séro precipitado com solugido 0,5 saturado de
sulfato de aménio e suspenso em NaCl 0.14 N, demonstraram-se efetivos
nos testes serologicos de difusdo em agar produzindo as esperadas li-
nhas de precipitagio quando posto a reagir contra uma suspensio de
virus.

Os resultados dos testes estio resumidos no quadro 1.
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Quabre 1. — Resultados obtidos nos testes scroldgicos de difusio em Apar com
o virus da necrose do fumo contra sew anti-soro

Niunere Reacio com
. - . -3 - 1
Hospedeira Auntigeno de material (1)
testes N
! Doente } Sadis
}Suco purificado ..., ..., | 4 [ -+ [ —
Nicotiana tabacum .. .. ... . J L |
: [buco nio purificado . 2 | + I
I i :
s -~ LT
Suco purificado ..., ... 1 -+ [ —
Dature stramonivm ... ... |
Suco ndo purificado .., . 1 1 [
! I
i L I
Suco wio purificado 1 1 -+ —
Solanum wigruwe ... .. . !
: Suce nde purificado .. .. .. [ | —
. |
(1) + representa aparccimento de tmma linha de precipitagio; - - representa atiséncia da
reacio,

4 - DISCUSSAOD

No decorrer dos traballos com o virus da necrose branca obteve-se
uma série de evidéncias que revelou ser possivel isold-lo e concentri-lo
em um estado de relativa pureza, suficiente para a sua identificagio:

- Com o desenvolver dos experimentos, a correlagdo entre as partis
culas esferdides, observadas ao microscopio eletronico, e a causa da ne-
crose branca do fumo, pareceu cada vez mais estreita.

Constituem, em resumo, argumentos razodveis para se aceitar tais
particulas comro os agentes causais da necrose branca 0s scguintes fa-
tos:

a} sua presenga em preparacies infetantes;

b) constatagio das particulas provindas de trés espécies de plan-
tas infetadas e a ndo obtencdo de pellets nas preparacdes de plantas sa-
dias, escolhidas para o contréle, apos a primeira ultracentrifugacio;

¢) relativa homogeneidade das particulas nas preparagdes a0 mi-
croscopio eletrénico;

d) testes seroldgicos positivos para as mais diversas preparaghes
purificadas e negativos para as testemunhas.

Andlises quimicas, que exigem um produto de maior pureza, aguar-
dam o melhoramento dos processos de purificacio.



DARCY M. SILVA & OUTROS
Agbsto, 1961 PURIFICACAO E ESTUDO DE ALGUMAS. .. 783

Alids, a éste respeito, a escolha da hospedeira parece ser um meio
bastante promissor, de vez que as pellets obtidas a partir do Solanum
nigrum tém-se mostrado bem mais claras, com aparente baixo teor de
impurezas.

Diversos tratamentos quimicos visando maior pureza foram tenta-
dos: agitagdo da suspensio do virus em clorofdérmio, alcool amilico ou
n-butanol, precipitagio com sulfato de amonio e dialise contra agua des-
tilada.

A desnaturagdo do virus, entretanto, é tio rapida, que tem tornado
os métodos de reconhecida eficicia para outros virus, de pouca ou ne-
nhuma eficiéncia no nosso caso.

A possibilidade de se obter o virus da necrose do fumo com ativi-
dade apds a extragdo do suco por um periodo bem mais longo em rela-
¢do ao que se¢ obtinha anteriormente, preservando o suco ou as prepa-
ragdes purificadas com sulfito de sodio e tampio de fosfato, constituiu
ocorréncia realmente encorajadora. Tal fato deve refletir, de maneira
geral, a manutengao de sua integridade fisico-quimica por espago de
tempo maior, quer pela eliminagiio de uma série de impurezas ativas
contra o virus, quer pela atsacdo Lenéfica dos solventes sdbre éle ou,
ainda, pela agdo conjunta dessas duas causas.

A manutengdo da atividade do virus, embora se saiba nio ser abso-
lutamente necessaria para a obtengio do anti-séro, parece ter tornado,
em nosso caso, bem mais vidvel o éxito do processo de imunizagio.

Apods os trabalhos de imunizag¢io foram realizados testes através
do método de difusfo em igar, obtendo-se consistentemente a reagio
antigeno-anticorpo.

Repetidas provas de precipitina em tubos mostraram-se incapazes
de revelar a reagio esperada. I possivel que a razdo disso esteja na
menor sensibilidade do teste, que nio permite a observagido de pequena
quantidade do precipitado antigeno-anticorpe formado nas combina-
¢Oes com anti-soros pouco eficientes. KEspera-ce, pois, que melhora-
mentos no processo de imunizagio, acarretando formagio de maior teor
de anticorpo, torne vidvel o teste de precipitina em tubaos.

Apesar da limitagio existente com respeito ac uso de outros tes-
tes que ndo o de difusdo em dgar, ja ¢ perfeitamente vidvel a aplicacio
de anti-soro obtido em trabalhos de natureza pratica.

Nos exames eletron-microscopicos, pode-se observar que as parti-

culas do virus da necrose branca do fumo apresentavam conformagio
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aproximadamente esférica ¢ com um didmetro em torno de 50 milimi-
cra. Contudo, é de se esperar yue determinagdes da forma e tamanho
das particulas, com técnicas mais adequadas, venham comprovar ou nio
a suspeita sdbre a pouca consisténcia das mesmas, assim como revelar
valores mais exatos das suas dimensées,

SUMMARY

This work presents the results of the purification of the Brazilian tobacco
streak virus from material of different three host plant species.

The procedure consisted of a preliminar clarification througl the adsorption
of several components of the juice from diseased plants extracted with phosphate
buffer at pH 840, 0,1, M and sodium diethyl dithic carbamate at 6,1 M on hidrat-
ed calcium phosphate and two or more ultracentrifugation cycles.

Pellets were obtained from diseasced Nicotiuna tabacum 1., var, ranthi, So-
lanum nigruin L. and Datura stramontum and never from the healthy control plants
after two ultracentrifugations. Suspension of such pellets in phosphate buffer
and sodium diethyl ditio carbamate were infectious up to the third day after the
juice extraction.

The purified preparations when examined under electron microscope show-
cd particles approximately spherical with a diameter around 50 mn.

The preparations obtained after 1he clarification and one ultracentrifuga-
tion cycle when infected daily, intravenously, in one rabbit during 7 days promoted
antibody formation to the DBrazilian streak virus. The presence of antibody in the
antiserum could be demonstrated in gel diffusion tests, but not in precipitin tests.
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