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PURIFICACAO E IDENTIFICACAO SOROLOGICA DE “COWPEA MO-
SAIC VIRUS” EM Vigna sinensis Endl. NO CEARA.

O feijdo-de-corda, Vigna sinensis
Endl. é uma cultura de subsisténcia de
destacada posigdo socio-econdémica
para o agricultor do Nordeste Brasilei-
ro. Nesta regido, entre as varias mo-
Iéstias que incidem sobre o feijao-de-
corda, o ‘“mosaico”, pela assiduidade e
severidade com que se vem manifes-
tando, destaca-se como a mais impor-
tante.

OLIVEIRA(6), CANER et al.(1), COS-
TA et al.(2), OLIVEIRA et al.(5) e VITAL
et al.(8) realizaram detalhados estudos
envolvendo o referido mosaico, doenca
ocasionada por virus e assinalada em
diferentes regides do Brasil. No Nor-
deste Brasileiro, o presente trabalho
constitui a primeira referéncia sobre a
purificagdo de um dos seus agentes
causais e sua identificagdo sorologica.

MATERIAL E METODOS
Purificagdo do Virus

O virus foi purificado através do mé-
todo de precipitagdo com polietileno
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glicol (PEG) 6000 (peso molecular),
usado por Herbert(3), apés precipita-
¢do das proteinas da planta com n-bu-
tanol.

Folhas de plantas de feijao-de-cor-
da, variedade ‘pititba”, exibindo os
sintomas caracteristicos de mosaico,
foram colhidas e homogeneizadas em
liquilificador com solugdo tamponada
de fosfato O,1M, de pH=7,0, na pro-
porgdo de 100g de folhas para 200 ml
da solugdo. O extrato obtido foi filtra-
do através de gaze dupla e o suco sub-
metido, durante 15 minutos, a uma cen-
trifugacéo de 10 000 rpm, na centrifuga
Janetzki, modelo K-24. Oito por cento
de n-butanol foi adicionado & parte li-
quida, a qual foi agitada por 15 a 20
minutos e, em seguida, submetida a
nova centrifugagéo, a fim de precipitar
o coagulo esverdeado formado. Visan-
do a precipitagdo do virus, 8% de po-
lietileno glicol 6000 e 4% de NaCl
(peso/volume) foram adicionados & par-
te liquida que, ap6s agitada durante 40
minutos, foi submetida a nova centri-
fugagdo de 10000 rpm, durante 30 mi-
nutos. A parte liquida foi descartada
e o precipitado contendo o virus foi
ressuspendido em tampao de fosfato
O,1M, com pH=7,0. Apds a clarifica-
¢do da solugdo contendo o virus, atra-
vés de centrifugagdao a velocidade de
10000 rpm, por 10 minutos, as etapas
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de precipitagcdo e concentragdo com
PEG e NaCl foram repetidas duas ve-
zes mais.

O virus, parcialmente purificado em
tampédo de fosfato, pH=7,0, foi mistu-
rado com solugdo a 4% de &cido fos-
fotungsténico (PTA), pH=7,0, resultando
em uma preparagao final do virus com
2% de PTA. Uma gota da preparagido
final do virus foi depositada em peli-
cula revestida de carbono e observada
ao microscopio eletrénico depois de se-
ca. A solugdo purificada do virus foi
também examinada no espectrofotdome-
tro Beckman, modelo 2.400, testada so-
rologicamente e inoculada em plantas
de feijao-de-corda, variedades ‘pitit-
ba” e “serid6” e em Chenopodium ama-
ranticolor Coste & Reyn.

A concentragdo do virus na solugdo
foi determinada usando-se a Densida-
de Optica obtida através do compri-
mento de onda 260 nm e o “coeficien-
te de extincdo” igual a 7,0.

Testes Sorolégicos

A solugdo purificada do virus e o
suco de plantas de feijao-de-corda afe-
tadas pelo mosaico foram testados con-
tra antissoros especificos para os virus
“Southern Bean Mosaic Virus”, “Bean
Pod Mottle Virus”, ‘“Soybean Mosaic Vi-
rus”, “Cowpea Chlorotic Mottle Virus”,
“Broadbean Mottle Virus” e “Cowpea
Mosaic Virus”, todos obtidos das Uni-
versidades Norte-Americanas de Pur-
due, North Caroline e Oregon.

O teste de Ouchterlony(4) foi usado
para todos os tipos de antissoros tes-
tados. Placas de plastico de 60x15mm
foram preparadas com meio de agar,
contendo 1% de lon Agar n° 2, dissol-
vido em Aagua destilada, 0,85% de
NaCl e 1:1.000 (peso/volume) de azia
de sdédio, a qual foi adicionada apés a
esterilizagdo do meio. Pequenos orifi-
cios foram abertos no meio endureci-
do, com o auxilio de furadores de cor-
tica, obedecendo a um arranjo hexago-
nal, constituido de um orificio central
com 5 mm de diametro, cercado por ori-
ficios externos com 4 mm de didmetro
cada, distanciados de 5 mm daquele.

Cada antissoro foi depositado nos
orificios centrais de duas placas e os
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antigenos — solugdo purificada e suco
de plantas contendo o virus — deposi-
tados nos orificios da periferia do he-
xégono, alternados com solugdo tam-
pdo de fosfato e suco de plantas sem
sintomas, respectivamente. Para o ca-
so do antissoro especifico ao virus
“Soybean Mosaic Virus”, os antigenos
foram previamente tratados com solu-
¢éo de sédio dodecilsulfato (SDC). De-
corrido o periodo de 24 a 48 horas, as
placas foram cuidadosamente examina-
das contra a luz, interpretadas e foto-
grafadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A solugdo purificada apresentou um
excelente aspecto, evidenciando a pre-
senga do virus em bom estado de pu-
reza. As inoculagdes em plantas de fei-
jdo-de-corda, V. sinensis, variedades
“pitiaba” e “serid6” e em Chenopodium
amaranticolor Coste & Reyn., demons-
traram alta infectividade do virus pre-
sente na solugdo. Os primeiros sinto-
mas de mosaico nas variedades de fei-
jdo-de-corda e as lesbes necroéticas lo-
calizadas em C. amaranticolor apare-
ceram no periodo de 4-7 dias apds as
inoculagdes. A presenga do virus na
solugdo foi comprovada através de exa-
me conduzido ao microscépio eletrd-
nico e do espectro de absorgdo ao ul-
tra-violeta, obtido no espectrofotéme-
tro. O microscépio eletrénico reve-
lou ser o virus constituido de particu-
las poliédricas de aproximadamente 30
nm de didmetro (Fig. 1), enquanto o
espectrofotdmetro apresentou uma ab-
sorgdo caracteristica de nucleoprotei-
nas, com o maximo de absorgdo no
comprimento de onda 260 nm (Fig. 2).
Através da densidade Optica obtida em
260 nm (1,450), a concentragdo do vi-
rus na solugdo foi calculada em, apro-
ximadamente, 2,0 mg de virus por mili-
litro da solugdo. Embora Van Kammen
(7) tenha observado que o tratamento
com butanol-cloroférmio causa consi-
deravel perda de “Cowpea Mosaic Vi-
rus”, os resultados obtidos indicaram
certa eficiéncia da combinacédo de &l-
cool butilico e PEG 6.000 na purifica-
¢éo do virus a partir de plantas de fei-
jdo-de-corda, V. sinensis.



Identificacdo Sorolégica de “Cowpea Motsaic Virus”

Nos testes soroldgicos conduzidos
com solugéo purificada e suco de plan-
tas infetadas pelo virus, faixas de pre-
cipitagdo foram observadas somente
entre os referidos antigenos e o anti-
soro especifico contra “Cowpea Mosaic
Virus” (Figs. 3 e 4). As reagdes posi-
tivas e especificas observadas possi-
bilitaram a rapida identificagdo do
“Cowpea Mosaic Virus”.

De outra parte, as caracteristicas
morfoloégicas observadas ao microscé-
pio eletrébnico (Fig. 1) mostraram-se
idénticas as descritas para ‘“Cowpea
Mosaic Virus”(7), confirmando a iden-
tificagdo sorolégica do virus.

O mesmo virus foi sorologicamente
identificado em Séo Paulo por Oliveira
et al.(5), recebendo, no entanto, a de-
nominagdo de Virus do Mosaico de Vig-
na. No Ceara, embora o mosaico re-
presente, desde ha muito, a mais séria
moléstia da cultura do feijdo-de-corda,
V. sinensis, o presente trabalho cons-
titui a primeira referéncia sobre a iden-
tificagdo de um dos seus agentes cau-
sais — o0 ‘““Cowpea Mosaic Virus”.

SUMMARY

A high yield of purified Cowpea Mo-
saic Virus suspension with high infec-
tivity was obtained by a combination of
butyl alcohol and polyethylene glycol
(PEG) 6,000 methods of virus purifica-
tion. The virus concentration determi-
ned spectrophotometrically was of 2 mg
of virus per ml of solution.

The purified preparation, as well as
crude sap obtained from infected cow-
pea plants, were checked against six
antisera that were each specific for one
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of the viruses: Southern Bean Mosaic
Virus, Broadbean Mottle Virus, Bean
Pod Mottle Virus, Soybean Mosaic Vi-
rus, Cowpea Mosaic Virus and Cowpea
Chlorotic Mottle Virus. Double immu-
nodiffusion tests were used and a spe-
cific and positive reaction was obser-
ved only with the Cowpea Mosaic Vi-
rus antiserum. The electron micro-
graph of purified virus solution confir-
med the serological identification of the
virus. This virus is common on cowpea
in several States of Brasil, but not pre-
viously reported from Ceara.
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FIG. 1 — Microfotografia com microscéopio FIG. 3 — Resultado de teste de imunodi-
eletrénico mostrando particulas polédricas de  fusdo em agar com suco de plantas de fei-
“Cowpea Mosaic Virus” em solucdo purifi- Jjao-de-corda com mosaico (Pv) e suco de
cada (aumento 200.000 x). plantas sem sintomas (Ps) contra antissoro

especifico para “Cowpea Mosaic Virus” (as).
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FIG. 4 — Resiltado de teste de dupla difu-
sao em agar com solucao purificada a partir
de plantas de feijao-de-corda com mosaico
FIG. 2 — Curva de absor¢do ao ultra-vio- (Sv) e solugdo tampao de fosfato (S) con-
leta para solugdo purificada de “Cowpea tra antissoro especifico para “Cowpea Mo-
Mosaic Virus”. saic Virus” (as).
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