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1. INTRODUCAO 

A imunização de animais com fitovirus, em preparacées purificadas em alto 
grau, parece ser um requisito indispensavel a utilizagao das modernas técnicas de 
investigacao, baseadas no uso de anti-soros ou nos seus anticorpos puriticados. 

O virus do mosaico-comum do feijoeiro, VMCF, é dificil de ser purificado satis- 
fatoriamente. Esse virus está presente em baixas concentracoes no feijoeiro multi- 
plicador e existe a tendéncia de as particulas se agregarem irreversivelmente uma 
vez fora da célula vegetal. Num dos trabalhos iniciais com o virus, em 1959, Berks, 
citado por BOS (2), concentrou-o «por meio de um ciclo de centrifugacao diferen- 
cial seguido de uma centrifugacao a baixa velocidade angular, clarificacao com 
éter, outra centrifugagao baixa e dialise contra 0,85% de NaCl». Em 1962, SCOTT 
(12) purificou-o parcialmente a partir da extracao em cloroférmio, n-butanol, tam- 
pao de fosfato neutro a 0,2 M (2:2:1/v:v:v) por grama de folha de feijoeiros 'Re- 
fugee’, a que se seguiram ciclos de centrifugacao diferencial. Os «pellets» foram 
dissolvidos em tampao de fosfato a 0,01 M. Mais recentemente, MEINERS et aiú 
(9), valendo-se de um roteiro de purificagao sugerido para o virus do mosaico-ama- 
relo do feijoeiro, BYMV, purificaram-no parcialmente, empregando tetracloreto de 
carbano e cloroférmio na extracéo, a partir de folhas trifoliadas de 'S. G. Refugee’, 

d parte da tese de «Magister Scientiae» do primeiro autor, apresentada a Univer- 
sidade Federal de Vicosa, MG. 
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ultracentrifugação em gradiente de sacarose e uma ultrafiltração final. As prepa- 

rações finais continham estruturas vegetais contaminantes. 

DAMIRDAGH e SHEPHERD (5) verificaram que a presença de uréia e 

2-mercaptoetanol (2-ME) nos tampões de extração e de ressuspensão reduziu 

substancialmente a agregação das partículas do vírus do «etch» do tabaco e de 

outros «potyvirus». Observaram, ainda, que o polietilenoglicol («0PEG») pode ser 

muito útil nas purificações, visto possibilitar a concentração inicial do virus no 

homogeneizado clarificado. JAFARPOUR SHEPHERD e GROGAN (7), utilizan- 

do método semelhante ao empregado no trabalho anterior, obtiveram prepara- 

ções finais do VMCF aparentemente livres de contaminantes. MORALES (10), 

adaptando o método desenvolvido por Hiebert e MacDonald para outros «potyvi- 

rus», conseguiu preparacdes do VMCF aparentemente puras e de bom rendimento. 

A planta multiplicadora, o tampao de extração e o método de clarificação em- 

pregados sao fatores bésicos para o sucesso da purificação. MARAMAROSH e 

KOPROWSKI (§) recomendaram tampao de borato com pH moderadamente 

elevado, acrescido de etilenodiamina tetracetato de sédio (EDTA), para evitar 

agregação de virus de particulas flexuosas e alongadas. Van OOSTEN (14), na 

purificação de «plum pox virus» um «potyvirus», utilizou Triton X-100 para cla- 

rificar o extrato, obtendo um produto final aparentemente livre de contaminan- 

tes. CARVALHO e SHEPHERD (3) obtiveram bons rendimentos de um «potyvi- 

rus» no alho e de outro na cebola, adotando, em princípio, tampao de borato e 

valores de pH moderadamente elevados nas sucessivas etapas da purificagao, 

além do uso constante de uréia, a 0,5 M. Submeteram os virus, após a primeira 

ultracentrifugacéo, a duas exposicoes de EDTA a ImM, intercaladas com ciclos 

de centrifugacao diferencial, com a ultracentrifugacao em almofada de sacarose. 

Com essa etapa, objetivavam eliminar, em grande parte, ribossomos e macromo- 

léculas de origem celular e assim facilitar a completa remoção de contaminantes 

residuais durante a subsequiente ultracentrifugacao isopicnica final, em cloreto de 

césio. 

2. MATERIAL E METODOS 

9.1, Fonte, Identidade e Manutenção in vivo e in vitro dos Isolados Virais 

Foram utilizados um isolado do VMCF, do «ATCC» (American Type Culture 

Collection), cedido pelo Dr. R.J. Shepherd, do Departamento de Fitopatologia da 

Universidade da California, E.U.A., e um isolado do virus «IAC», proveniente do 

Instituto Agronomico de Campinas, Sao Paulo. 

A estirpe «<ATCC~ e o isolado «IAC» foram mantidos «in vivo» no cultivar 

“Santana’, escolhido por sua pronta disponibilidade e por apresentar rapidamente 

sintomas evidentes de infeccao: areas amarelecidas e delimitadas pelas nervuras 

finas nas folhas primérias inoculadas e mosaico, epinastia e bolhas nas trifoliadas. 

Folhas primarias do cultivar ‘Santana’ com sintomas tipicos e evidentes de 

mosaico foram finamente cortadas e os fragmentos foram mantidos, por 48 h, a 

4ºC, no fundo de placa de Petri, em dessecador com silica gel. Posteriormente, 

os fragmentos foram colocados sobre uma camada de algodão, sobreposta a outra, 

de silica gel, no interior de pequenos frascos cilindricos. Estes, após vedacao e 

rotulagem, foram armazenados a - 18ºC. Para realizar o trabalho e para manter a 

pureza e a uniformidade dos isolados, esse estoque «in vitro» foi empregado, com 

intervalo de seis meses, nas inoculacoes de manutencao «in vivo».
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2.2. Multiplicação dos Isolados Virais 

As sementes de “Santana' foram rotineiramente germinadas em caixas de 
areia. Posteriormente, foram transferidas quatro plantas por vaso de quatro litros, 

com terra e esterco, na proporção de 3:1, previamente tratados com brometo de 
metila, por 72 h. Essa providéncia visou obter plantas de tamanho uniforme na 

época de inoculagao. Aproximadamente no oitavo dia do transplantio, as plantas 

mantidas em casa de vegetação foram inoculadas mecanicamente. Os extratos 

foram obtidos de fragmentos de foliolos das folhas trifoliadas de ‘Santana’ infec- 
tadas com «ATCC» ou com o isolado «IAC» e trituradas em tampao de fosfato a 

0,05 M, pH 7,3, com sulfito de sédio, a 0,01 M. Na inoculação, correu-se suavemente 

0 inoculo com gaze nas folhas primarias, previamente polvilhadas com carborun- 

dum 600 mesh. A seguir, as folhas inoculadas foram lavadas com água, para a 

remoção do excesso de inóculo. 

O procedimento descrito foi repetido com intervalos semanais, mantendo-se, 

assim, a disponibilidade das folhas para o processo de purificação. Inicialmente, 

apenas folhas trifoliadas com sintomas de mosaico, epinastia e bolhas foram co- 
lhidas, 21 dias ap6s a inoculação, e utilizadas na purificação. Posteriormente, 

apenas folhas primarias foram utilizadas porque, aparentemente, proporcionavam 

maior rendimento de virus. 
Os feijoeiros ‘Santana’ inoculados com «IAC» ou com «ATCC» foram manti- 

dos em mesas separadas no mesmo compartimento da casa de vegetacao. 

2.3. Purificacdo do Virus 

«IAC» e «ATCC» foram inicialmente purificados a partir de folhas primarias e 

trifoliadas, seguindo o método proposto por CARVALHO e SHEPHERD (3) para o 

virus do nanismo-amarelo da cebola. O método consistiu na extragao do virus em 
tampão de borato, clarificação com Triton X-100, centrifugação diferencial, entre 

tratamentos com EDTA, ultracentrifugacao sobre almofada de sacarose, a 20%, 
estabilização das particulas com aldeido férmico e ultracentrifugacao isopicnica 

em CsCl, seguida de dialise. 

Esse método, inicialmente adotado, foi modificado, visto nao ter proporciona- 

do preparações de rendimento viral satisfatério. O VMCF foi então purificado a 

partir de folhas primarias refrigeradas por 12 horas e trituradas em liquidificador 

na presenc¢a de tampão de borato 02 M, pH 83, acrescido de 2-ME a 0,15% e 
EDTA 0,01 M. O extrato foi filtrado em gaze e centrifugado a 5x 103 g, por 15 
‘minutos, e o sobrenadante foi clarificado com a adição de Triton X-100 a 2% (v/v). 

Apos duas horas de agitacao lenta, o pH da suspenséo foi ajustado para 7,3, com 

4cido bérico a 0,2 M; a seguir, foi adicionado «PEG» a 6% (p/v), para concentrar o 
virus no extrato. Apos horas de agitagao lenta, foi acrescentado cloreto de sédio a 

0,5% (p/v) à suspensao floculada, para estimular a precipitacao do virus. Apos 15 

minutos de agitação, o virus foi concentrado, mediante centrifugação a 2 x 104 g, 
por 15 minutos. O sedimento foi imediatamente ressuspenso em 1/5 do volume 

inicial em tampão de borato 0,05 M, acrescido de uréia 0,5 M, EDTA 6 mM e 2-ME 

a 0,1%, ficando em repouso durante 12 horas, antes de ser centrifugado a 9 x 103 g, 
por 10 minutos. O sobrenadante foi entao ultracentrifugado sobre almofada de 
sacarose a 20%, em tampao de borato/uréia/2ME/EDTA a 2 mM/a 4,4 x 104 g, por 

2 horas e 45 minutos. O pélete foi ressuspenso durante 15 horas. Após centrifuga- 
ção a 6 x 103 g, por 10 minutos, o sobrenadante foi ultracentrifugado a 1 x 105 g, 
por 24 horas, em coluna de cloreto de césio, em solução preparada com camadas 

superpostas de 1,3, 1,5 e 1,7 mg/ml de CsCl, dissolvido em tampão de borato/
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EDTA/2ME. A banda opalescente formada pelo virus foi retirada em sala escu- 

recida, com o auxílio de uma seringa hipodérmica, com luz fluorescente incidente 
em ângulo, por baixo. O material recolhido foi ultracentrifugado a 7,4 x 105 g/90 

minutos e o pélete foi ressuspenso no tampao de borato/uréia. 

2.4. Avaliação da Qualidade e do Rendimenio do Virus Purificado 

Os espectros de absorção das soluções que continham vírus purificado foram 

avaliados no espectrofotômetro PERKIN-ELMER UV-VIS, modelo 111. As leitu- 

ras foram feitas entre os comprimentos de onda de 230 e 320 nm. Foram calcu- 

ladas as razões entre as absorções máxima e mínima e as absorções em 280 e 261 

nm, quocientes que auxiliam na avaliação da pureza das soluções virais. 
A concentração do vírus purificado foi estimada, dispondo-se da absorção em 

261 nm e admitindo-se o coeficiente de extinção (& 2610-1,4 ) de 24 mg vírus/ml 
para o vírus do «etch» do tabaco (7) como aplicavel ao VMCF. 

Com o fim de detectar visualmente as impurezas e fotografar partículas de vi- 

rus, as preparações virais purificadas foram examinadas ao microscópio eletrô- 

nico de transmissão ZEISS EM 109, em 50 kv, após contrastação com fosfotungs- 

tato de potássio a 2%, pH 6,8. 

2.5. Preparo do Anti-Soro e Determinagao do Tttulo 

Para a produção de anti-soros ao VMCF-ATCC foram inumizados coelhos 

brancos, da raça Nova Zelândia, a partir de três meses de idade, mantidos em 

gaiolas metálicas. Os animais receberam rações balanceadas que continham anti- 

biótico. Coletou-se soro normal antes da primeira injeção. 

Para a imunização, vias intramuscular e intravenosa, foram utilizadas, como 

imunógeno, partículas do VMCF-ATCC, obtidas segundo o método descrito em 

2.3. 

A primeira imunização consistiu em duas injeções da solução viral, uma intra- 

vencsa, em solucao salina, e outra intramuscular, na coxa, emulsificada em volu- 

me igual de adjuvante incompleto de Freund, obtido do Instituto Adolf Lutz, de 

São Paulo. A seguir, foram aplicadas duas injeções intramusculares, com interva- 

los de sete dias. As quantidades de virus aplicadas intramuscularmente, por vez, 

foram estimadas entre 0,8 e 1 mg. 

As sangrias foram iniciadas 20 dias ap6s a primeira injeção. Do animal em je- 

jum de 12 horas eram coletados 30 ml de sangue através de pequenos cortes na 

veia marginal da orelha. O sangue era mantido em banho-maria, a 37°C, por 45 mi- 

nutes, para  estimular a coagulacao, procedendo-se entéo a retirada do coagulo. 

Em seguida, centrifugava-se o soro a 2,2 x 104 g, por 10 minutos. O anti-soro, geral- 

mente de cor palha, era acondicionado em frascos cilindricos pequenos, em volu- 

mes iguais, e armazenado em congelador, para uso posterior. 

Na imunizagao por via intramuscular, no músculo coxim-plantar, foram utili- 

zadas partfculas do VMCF-ATCC como imundgeno. A preparagao viral foi emulsi- 

ficada em adjuvante completo de Freund, em proporgoes iguais (v/v). Inicialmen- 

te, foram injetados 3 mg de virus no segundo dedo da pata traseira. A segunda in- 

jecao, de 2 mg, foi aplicada, 15 dias ap6s, na outra pata. Adotou-se o mesmo proce- 

dimento para a sangria, preparo e acondicionamento dos anti-soros. 

Num circulo de papel celofane quadriculado (1), ajustado a toda a superficie 

do fundo de uma placa de Petri, foram colocadas as diluicoes de 1:2 a 1:1024 de ca- 

da anti-soro. Empregou-se salina tamponada com tris-HCL a 0,05 M, pH 7,3, nas
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diluições. Para cada quadrícula, foram pipetados 20 ul de cada diluição, aos quais 
foram acrescentados 201 do antigeno purificado, a 0,5 mg/ml. O anti-soro e o anti- 
geno foram misturados com palito de madeira e a placa permaneceu em banho- 
maria, a 40°C, por uma hora ou mais, no interior de uma placa maior, saturada de 
umidade. As leituras foram efetuadas em binocular estereoscopica, contra fundo 
escuro. Soro normal, nas diluições de 1:2 a 1:16, na referida salina tamponada, 
foi utilizado como controle. 

3. RESULTADOS E DISCUSSAO 

3.1 Puryicação do Virus 

As varias tentativas de purificar o VMCF a partir das folhas triloliadas foram 
insatistatorias, possivelmente porque o virus se multiplicava pobremente nessas 
lolhas. Observou-se que as folhas primarias mostravam um sintoma distinto, que 
consistia em áreas amarelecidas, delimitadas pelas nervuras, e bem evidentes 10 a 
12 dias ap6s a inoculagao. Em razão disso, passaram a ser preferidas como multi- 
plicadoras exclusivas do VMCF destinado as purificacoes, substituindo as tritolia- 
das . Os resultados dessa orientacao justiticaram a escolha, no que também con- 
cordaram as observacoes de SCOTT (12), e de MORALES (10), com esse vi- rus. Contudo, a opção pelas tolhas primarias não foi suficiente, por si 6, para que 
se obtivessem rendimentos satisfatorios de virus no final das puriticacoes. A ban- 
da viral formada apos a ultracentrifugagao em CsCl, embora se mostrasse tipica 
de um «potyvirus», quando submetida a analise espectrolotométrica, revelou bai- 
Xos rendimentos, em decorréncia, talvez, da eliminacao de particulas virais agre- 
gadas durante as breves centrifugacoes subsequentes a ressuspensao do virus pe- 
letizado. 

Segundo van der Want, citado por BOS (2), a maioria das particulas do VMCF 
sedimenta com os cloroplastos durante as baixas centrifugagoes, sobretudo por se 
agregarem lateralmente. Procurou-se reduzir a quantidade de particulas agrega- 
das com o uso de um redutor, 2-mercaptoetanol (2-ME), a 0,15%, no tampao de ex- 
tragao. Na auséncia de um redutor eticiente ja se observara ligeiro escurecimento 
do sobrenadante logo após a primeira baixa centrifugagao. 

DAMIRDAGH e SHEPHERD (5) relataram que a uréia e o 2-ME presentes no 
tampao de ressuspensao foram eficientes em reduzir a agregacao das particulas 
do virus do «etch» do tabaco ao minimo, enquanto na ausencia desses compostos 
as particulas se agregaram fortemente. Essa orientação foi também adotada aqui, 
para o VMCF, como fizeram CARVALHO e SHEPHERD (3) para o OYDV. 

Roteiros demorados de purificação, sucedendo-se três ou mais ciclos de cen- 
tritugação diterencial, implicam perdas de fitovirus (§). Por 1880, o roteiro seguido 
por CARVALHO e SHEPHERD (3) para o OYDV, que, inicialmente, se considera- 
ra para o VMCF, foi alterado, substituindo-se dois ciclos de centrifugação diferen- 
clal pela coacervação das particulas virais com polietilenoglicol («PEG») 6000 (Fi- 
gura 1). Embora, segundo alguns autores (4; 11; 13), ele possa estimular a agrega- 
ção das particulas de «potyvirus», dificultando a sua dispersao posterior, o - PEG- 
tem sido usado na puriticação do VMCF (7, 10). Todavia, é provável que muitas 
partículas do virus saiam da solução, nessa etapa, de forma reversivel e sejam perdidas na centrifugacao subsequente à ressuspensao do virus ultracentriugado 

MORALES (10) puriticou com sucesso o VMCF depois de duas precipitacoes 
consecutivas com o mencionado coacervante nas concentracoes de 6 e 20%. Na 
burilicagao do VMCF, empregando duas precipitações com o «PEG~, veriticou-se
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FOLHAS PRIMÁRIAS DO FEIJOEIRO 
Homogeneizar em 15 vol. tampão borato 02 M, pH 8,3, com 2-ME a 

0,15% vv e EDTA a 0,01M 
Y Filtrar em gaze ou musselina 

EXTRATO 
Centrifugar a 5 x 103 g/15 min 

SOBRENADANTE —— — — FRAGMENTOS FIBROSOS 
Triton X-100 2% viv, agitar p/ 2 h; «PEG» a 6% p,v, agitar 145 h; Nacl 

a 0,5% piv, agitar 15 min 
Centrifugar a 2 x 104 g/25 min 

SEDIMENTO —— SOBRENADANTE 
Ressuspender em tampão de borato a 0,05 M, pH 8,3, com uréia a 0,5M, 

EDTA a 6 mM, 2-ME a 0,1% 
Centrifugar a 9x103 g/10 min 

SOBRENADANTE —— —— SEDIMENTO 
Ultracentrifugar em almotada de sacarose a 20%, no tampão borato;u- 

réia/2ME/EDTA a 2 mM, a 4,4 x 104 g, 2:45 h 

PÉLETE SOBRENADANTE 
Ressuspender no tampao borato/uréia/2-ME/EDTA 

Centrifugar a 6 x 103/10 min 
SOBRENADANTE —— — SEDIMENTO 

Centrifugar em coluna de CsCl tamponada com boratojuréia/2-ME 

EDTA, a 1 x 105 g/ 24 h, em rotor de caçambas. 

BANDA VIRAL RECOLHIDA 
Centrilugar VMCF a 7,4 x 104 g/ 1:30 h 

PÉLETE 
Ressuspender no tampão borato/uréia/2-ME/EDTA 

VIRUS PURIFICADO 

EIGURA 1 - Roteiro de purificação do vírus do mosaico-comum do 
feijoeiro, VMCF. 

que o rendimento viral obtido foi aparentemente igual ao observado com a substi- 

tuição da segunda precipitação com o «PEG~, a 20%, por um ciclo de centrituga- 

cao diterencial. A alternativa da reprecipitacao com o «PEG» nao foi adotada 

porgue, na ocasiao, convinha poupar o coacervante. 

Tendo o VMCF sido concentrado mediante coacervagao e ultracentrifugagao 

em almolada de sacarose a 20%, ficou estabelecido que, para esse virus, nas condi- 

coes reteridas, eram dispensaveis o segundo e o terceiro ciclo de centritugacao di- 

terencial antes de ser a preparagao submetida a ultracentrituga¢ao em gradiente 

de cloreto de césio. Esses ciclos adicionals intermediarios teriam por tinalidade a 

eliminação prévia de impurezas, ensejando restassem apenas residuos de estrutu- 

ras celulares para se destacarem do virus na ultracentrifugaao isopicnica, tacili- 

tando sua eliminacao. Contudo, acarretaram maiores perdas de virus, ao se suce- 

derem as etapas de sedimentacao, ressuspensao e centrifugacoes baixas. 

O roteiro moditicado permitiu que, concluida a ultracentrifugacéo isopicnica, 

ficasse evidente uma banda viral nitida, opalescente, afastada das estruturas con- 

taminantes, que se lhe sobrepunham na coluna do gradiente (Figura 2). 

O espectro de absorgao do VMCF purificado mostrou-se tipico de um «potyvi- 



VOL.XXXIILN.º186,1986 347 

FIGURA 2 - Banda viral do VMCF-ATCC, formada na ultracentrifu- 
gação a 7,4 x 104 g, por 24 horas, em  gradiente prê-formado de CsCl (Destacam-se acima da  banda viral as impurezas, de origem celular, que acompa- 
nhavam o vírus até essa etapa). 

rus», com absorção máxima em 261 nm e minima em 245 nm, decrescendo conti- 
nuamente a partir daquele valor de absorção. Os quocientes da absorção máxima 
pela minima e da verificada em 260 nm pela observada em 280 nm foram de 1, 13 a 
1,18 e de 1,19 a 1,23, respectivamente, consideradas as várias preparagoes virais 
puriticadas obtidas. Esses valores estão de acordo com os estabelecidos para as 
melhores preparações purificadas de «potyvirus» (6). A excelente qualidade da 
preparação viral foi posteriormente confirmada nos testes sorológicos de micro- 
precipitina e «ELISA», verificando-se que, consistentemente, os anti-soros produ- 
zidos com as preparações do VMCF não reagiram com o extrato foliar, concentra- 
do ou nao, obtido de feijoeiro sadio. As observações e micrografias do VMCF- 
ATCC, ao microscópio eletrônico, mostraram que as preparações purificadas do 
virus eram homogéneas, com particulas longas e flexuosas, de moriologia seme- 
Ihante à de um «potyvirus» (Figura 3). Tais observações auxiliaram na comprova- 
ção do alto grau de qualidade da preparação purificada, já sugerido pelos dados 
da análise espectrototométrica. 

O rendimento final de virus purificado, considerada a correção em 300 nm pa- 
ra a dispersão da luz UV, foi de cerca de 3 mg por quilograma de folhas primárias 
coletadas entre o 10° e o 12° dia da inoculação. JAFARPOUR et aiuú (7) puritica- 
ram o VMCF com o emprego de um método semelhante ao de DAMIRDAGH e 
SHEPHERD (5) e, utilizando esse antigeno purificado, produziram em coelho an- 
ti-soro especilico e de bom titulo. Nao relataram, porém, o rendimento em virus 
puriticado. MORALES (10) relatou rendimentos de 8 mg por quilograma de folhas.



FIGURA 3 - Mi 
A 

crografias eletrônicas do VMCF-ATCC. 
“Leaf dip", contrastação com fosfotungstato de 
potássio, à 2%, pH 6,8, aumentada 45800 X. 

Vírus purificado (Nota-se, principalmente na 

comparação com a outra micrografia, a ausência 
de resíduos ou componentes provenientes da cêlu 
la hospedeira. Contraste proporcionado com fos- 
fotungstato de potdssio, pH 6,8, aumentado cer- 

ca de 70700 X). 
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Apesar disto, o rendimento obtido no trabalho presente foi julgado satisfatório, 
principalmente em razao do alto grau de pureza biológica alcançada. Para o isola- 
do «IAC» obtiveram-se as razoes de absorção de 1,19 e 1,12, respectivamente, nas 
leituras em 260 e 280 nm e entre os valores de maior e de menor absorção. O rendi- 
mento do virus purificado foi de 2 mg por quilograma de folhas primarias infecta- 
das. 

3.2. Quauaade ae Anti-Soro 

O titulo de 1:256 foi encontrado, no teste de microprecipitina, para o anti-soro 
preparado da sangtia efetuada 15 dias após a última injeção, com imunizacao in- 
lavenosa, seguida de tres intramusculares. Esse anti-soro nao reagiu com os ex- 
tratores loliares, nem nesse nem nos testes subsequentes em que foi utilizado. 

A via coxXim-plantar de imunizagao tornou possivel um anti-soro de 1:512, em 
coleta realizada um mes depois da primeira injecao do antigeno. Esse anti-soro 
também nao reagiu com os extratos foliares de planta avirética com os quais foi 
testado. A tecnica de imunizagao via musculo coxim-plantar pode ter sido mais 
euciente do que a outra, o que estaria de acordo com o relato de MORALES (10) 
para o mesmo virus. Porém, nao ha como assegura-lo. Apesar de aceitaveis os titu- 
los referidos para anti-soros, é provavel que tivessem sido maiores, nao fosse a pre- 
senca de antibiótico na ragao alimentar dos animais imunizados, o que lhes repri- 
miu a resposta imunogénica. 

4. RESUMO 

Objeuvou-se purificar o virus do mosaico-comum do feijoeiro, VMCF, em grau 

sulicientemente elevado para permitir a producao de anti-soros de especiticidade 
adequada a estruturacao do ensaio de imunoadsor¢ao com enzima ligada ao anti- 

corpo («ELISA~). Inicialmente, um isolado obtido da ATCC foi purificado a partir 
de um método desenvolvido para o virus do nanismo amarelo da cebola (<Onion 
yeliow dwart virus, OYDV»), pelo qual se verificou ser possivel conterem as folhas 

primarias do feijoeiro ‘Santana’ maiores concentracoes do VMCF que as trifolia- 

das. O metodo foi simplificado e os isolados «ATCC» e «IAC» foram purificados 

mediante coacervac¢ao com polietilenoglicol no extrato clarificado, ultracentrifu- 
gacao sobre almofada de sacarose e ultracentrifugacéo isopicnica em CsClL As 
analises espectrofotométricas do virus purificado foram compativeis com as obti- 
das com as preparagdes de um «potyvirus» totalmente livres de impurezas bioló- 
gicas. Os anti-soros preparados com tais imunogenos, com titulos de 1:256 e 1:512, 
nao reagiram com nenhum extrato foliar avirético no teste de microprecipitina e, 
mais tarde, de « ELISA», indicando ter sido atingido o objetivo de alto grau de 
pureza das preparagoes finais do VMCF. 

5. SUMMARY 

(ALTERNATIVE METHOD TO PURIFY BEAN COMMON 

MOSAIC VIRUS) 

Bean common mosaic virus, a potyvirus, was purified employing borate butter 
at moderately high pH, in the extraction, and thereafter, in the presence of urea 
and 2-mercaptoethanol to prevent particle aggregation. Virus particles were 

precipitated with polyethyleneglicol just after juice extraction and clarification.
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Only one cycle of differential centrifugation was performed before the final 

isopynic centrifugation in CsCl. The virus was not stabilized for this latter step. 

Yield of purified BCMV was about 3 mg per kilogram of primary leaves, which is 

acceptable in view of the high degree of purity of the final virus preparation 

Antisera prepared with this antigen did not react at all in the microprecipition 

and ELISA tests against healthy controls. 
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