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1 - INTRODUCAO

Os microrganismos tém sido experimentados frequentemente como
inativadores de virus. Johnson e Hoggan (2) foram os primeiros a empregar
o fungo Trichoderma sp. para inativar o virus do mosaico comum do fumo,
adicionando extrato de plantas infetadas pelo virus ao meio de cultura
do fungo. Tecidos vegetais, de plantas infetadas, foram utilizados com a
mesma finalidade. Fsses autores verificaram que o fungo Trichoderma sp.
nio é um inativador excepcional de virus, apesar de sua grande capaci-
dade de destruir celulose. Weindling (6) menciona Trichoderma sp. como
produtor de substincias téxicas contra outros microrganismos, tendo isolado
posteriormente o principio ativo désse fungo (7, 8, 9). Waksman e Horning
(5) isolaram dois “‘strains’” dentro do grupo 7richoderma sp., ambos com
propriedades antagdnicas as bactérias, se bem que nio tenham constatado
acio totalmente eficiente, em seus ensaios.

No presente trabalho séo apresentados alguns resultados de inativagdo
de virus do mosaico comum do fumo, contido em extratos liquidos de plantas
de fumo infetadas empregando, como inativador, filtrados de culturas de
Trichoderma sp. crescidas em meio liquido.

2 - METODOS

Nos ensaios adiante relatados usou-se um “strain” do virus do mosaico
do fumo que vinha sendo empregado nos trabalhos experimentais no Departa-
mento de Fitopatologia da Universidade da Califérnia, em Berkeley. Das
plantas de fumo infetadas com ésse “‘strain’’ do virus, coletaram-se as f6lhas,
que foram mantidas em cubas de vidro, em compartimentos com tempera-
tura abaixo de O° C, até o momento de serem utilizadas.

A fim de preparar o extrato contendo o virus, as félhas infetadas foram
moidas em um picador de carne, apGs receberem 3 por cento, em péso, de
K.HPO, em p6, como “buffer’”’. O material picado foi espremido e o liquido
filtrado a grosso, em tecido-pano de malha fina, foi submetido & centrifu-
gacio a 2500 rotagdes por minuto em ambiente de laboratério, durante

(1) 'Trabalhe executado no Departamento de Fitopatologia da Universidade da Calif6rnia, EE. UU,,
da qual o autor recebeu uma bélsa de estudos em 1945,

(?) Q autor agradece ao Prof. T. E. Rawlins, do Departamento de Fitopatologia da Univ. ds Cali-
férnia, a orientacdo dada na execuclio déste trabalbo,
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30 minutos. Posteriormente, o liguido foi filtrado em “‘celite filter” e,
finalmente, em um filtro Berkefeld-V. ApéGs esta operacio, pequenas
amostras, colocadas em tubos de ensaio, foram mantidas em temperatura
préxima de O° C, aguardando uso. A fim de se comprovar se o extrato
nfdo fora contaminado por microrganismos, foi submetido a teste pela inocu-
lacdo em meio de cultura, em caixas de Petri, mantidas em estufas a 22°¢ C.

A cultura monospdérica do fungo foi preparada em frascos de Erlenmayer,
em meio liquido, para obtencdo do filtrado contendo o inativador. Quando
a cultura do fungo se mostrou suficientemente desenvolvida, os frascos
foram esterilizados a 110° C e, posteriormente, mantidos em geladeira a
0° C. Para ser usado em mistura com o filtrado contendo virus, o meio
de cultura liquido foi filtrado em papel de filtro, com o fim de eliminar
0s esporos e mieélios, agora ja mortos pela esterilizagio mencionada. Salvo
mengdo ao contririo, a mistura dos dois filtrados, isto é, um contendo o
virus e outro contendo o inativador, atingiu a dilui¢go de 1:10. As inocula-
¢oes dessa mistura em plantas sadias, a fim de se submeter a inativacio
a teste, foram efetuadas com um pincel pequeno, de pélos moles, que era
molhado na mistura e esfregado s6bre as f6lhas das plantas.

Para ésses testes foram empregadas plantas de Nicoliana gluiinosa
inoculando a metade longitudinal da esquerda da f6lha com a mistura de
inativador e virus, e a metade da direita com o filtrado das plantas inocu-
ladas contendo o virus.

Os guadros 1 e 2 contém os resultados, em nimeros de lesdes locais
obtidas pelas inoculacdes. Inicialmente, as f6lhas inoculadas em cada
planta foram numeradas. Em vista, porém, do fato de que a variagio em
nimero de lesdes locais ndo se mostrou influenciada pela posicdo relativa
da f6lha na planta, as contagens foram agrupadas para cada um dos trata-
mentos. Os resultados sdo expressos em percentagens do nimero de lesdes
Iocais obtidas do tratado sbbre o testemunha.

3- INATIVACAO DO VIRUS

O fungo Trichoderma sp. foi cultivado em frascos de Erlenmayer con-
tendo um meio liquido, de acérdo com Weindling (6) e composto de 2,5 gramas
de glicose, 2 gramas de bactopeptona, 2 gramas de KH:;PO,, 1 grama de
MgS0,, 0,1 grama de FeCl; em 1000 centimetros cdbicos de dgua, e pH
préximo de 5. A primeira experiéncia foi tentada com uma cultura tendo
cinco dias de crescimento, posta em autoclave, tendo um pH de 4,6 no
filtrado. Este filtrado foi separado em duas partes. Em uma delas foi
mantido o pH original ; na segunda, ajustou-se o pH para préximo de 7.
Posteriormente, cada parte fol misturada ao extrato de planta contendo
o virus. Diversas misturas assim preparadas permaneceram em laboratdério
durante tempos varidveis. Para cada pH diferente, o tempo de permanéncia
da mistura no laboratério, antes da inoculagdo, foi, respectivamente, de
uma hora, trinta minutos ou por um espaco de tempo exatamente neces-
srio para ser operada a mistura, isto é, aproximadamente dois minutos.
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Utilizou-s¢ como testemunha o mesmo extrato das plantas contendo o
virus, diluido em Agua esterilizada, a 1:10.

Os resultados estdo resumidos na parte superior do quadro 1.
Quabro 1.—Ndmero de lesdes observadas em metades de félhas de Nicotiana gluiz-

nosa, inoeuladas comn suco de plantas tratado ou ndo com o ativador obtide no
filtrado de culiura de Trichoderma sp. em meio liquido
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("e () Dados baseados em inoeulagdes em quatro metades de folhas, (%) Os dados
da primeira experiéneia se referem a oito metades de 6lhas inoculadas ; os dados da
segunda se basearam em apenas cinco metades de folhas.

Como se¢ pode ver, ndo houve diferenca sensivel de ag¢do para os fil-
trados com diferentes pH. Da mesma forma, a diferenga de tempo de con-
tacto na mistura de inativador e virus ndo revelou resultados consistentes.
Isso ainda é comprovado por inoculagdes feitas em trés oulras plantas
utilizando as misturas de uma hora e de dois minutos de permanéncia,
gendo cada mistura inoenlada, separadamente, cm doze metades de folhas,
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do que resultaram 37 lesdes para a mistura de uma hora ¢ igualmente 37
lesdes para a mistura de dois minutos’ de permanéneia, apresentando ambas
pH 4, 6, ¢ 38 e 35 lesoes locais respectivamente, quando o pIl era de 7,0.
Em outra experiéncia, fol usada uma cultura que apresentava o fil-
trado com pH 4,6 apds 38 dias de cresecimento do Trichoderma sp., ¢ a
segunda com pH 4,8 apds 24 dias de desenvolvimento do fungo. Iissas
culturas sdo denominadas, respectivamente, T-1 e T-2 no quadro 1 (sc-
gunda experiéneia). Uma parte de cada filtrado fol ajustada a pH 6,9 com
o uso de NaOH a 0,5 N. Em seguida, cada uma delas foi misturada ao
extrato de planta com virus, permanecendo, eada mistura, durante uma
hora, como anteriormente, ¢ outra amostra sOmente pelo tempo de operagio.
Os resultados se acham resumidos na parte inferior do quadro 1. Também
nesta, os resultados foram scmclhantes aos da primeira cxperiéneia.

3.1 - ENVELHECIMENTO DE CULTURAS PARA A PRODUGCAO DO
INATIVADOR

As culturag de Trichoderma sp. foram preparadas em frascos de Erlen-
mayer, com esporos isolados. Uma série de frascos permaneceu no labora-
tévio 4 luz do dia, em temperatura aproximada de 22° C, e a outra série
em uma cstufa a 27° C, em ambiente escuro. Fsta tltima gérie nunca deu
formacio a csporos durante todo o tempo de desenvolvimento das culturas.
No entanto, quando alguns désses frascos foram retirados da estufa e ex-
postos & luz do dia, observou-sc a producio de csporog, dois dias apds essa
Operacio.

No estudo do envelhecimento das culturas para a producdo do inati-
vador, tomou-se, cada dois dias, um frasco de eada uma das duas séries,
o8 quais foram postos em autoclave durante 30 minutos. Depois de res-
friados, foram mantidos em geladeira, a 0°C. Conservou-se, igualmente,
na geladeira, amostra do meio de cultura original antes de ser inoculado
com o fungo. Depois de interrompido o crescimento das culturas em escala
sucessiva de tempo, tendo cada grupo de dois frascos uma idade diferente
de desenvolvimento, foram realizados osg testes, a fim de verificar a relacio
en{re o tempo permiticddo para o desenvolvimento do fungo e a quantidade
de mativador produzido em ambas as séries, 1sto é na série conservada
a luz do dia e na conservada no cscuro.

Uma primeira série de inoculagdes, indicada no quadro 2, foi efetuada
pelo tratamento do suco contendo o virus com os filtrados de culturas de
trés 1dades diferentes, isto €, T—0 com 2 dias; T-12 com 14 dias e T-16
com 22 dias {mantidas no incubador durante o desenvolvimento da cultura)
e depois disso posta em autoclave e conservada em geladeira até o momento
de zer usada, e duas culturas provenientes de crescimento do fungo 3 luz
do dia, a saber: T-19 com dois dias ¢ T-21 com catorze dias. De cada
filtrado da cultura do fungo retirou-se uma amostra que foi ajustada a
pH acima de 6,5. O extrato de plantas contendo o virus fol tratado, por-
tanto, com amostras de filtrados de cultura do fungo com idades diferentes
de crescimenio e com diferentes pH. Posteriormente, realizou-se wma
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Quapro 2.—Resultados de inoculagdes em f6lhas de Nicotiana glutinosa com suco
de plantas infetadas com virus, tratado com filtrado de culturas de 7Trichoderma sp.
com diferentes idades, mantidas em ambiente escuro e & luz do dia. Inoculagoes
efetuadaslogo apdés a mistura do suco com o filtrado inativador
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segunda série de tratamentos, repetindo alguns dos filtrados usados na
primeira séric ¢ tomando outros, com diferentes idades de desenvolvimento
do fungo. Vé-se, pelo quadro 2, que, aparentemente, o grupo de frascos
de culturas cultivadas no escuro mostra um crescimento continuo na pro-
ducio de inativador, a julgar pela diminui¢do progressiva no nimero de
lestes locaiz produzidas. Por outro lado, a série com pIl baixo, mantida
sob a luz, mostra relativo aumento até o décimo segundo dia, apds o que
houve diminuicio. Todavia, para filtrados cuja acidez fol ajustada a pH
clevado, nessa série mantida sob a luz, os resultados foram inferiores aos
obtidos com as amostras de plIl baixo, com excecio das culturas com dois
dias de crescimento. Scgundo Weindling (8), a toxina que age sbébre os
fungos é produzida dentro dos primeiros dois dias e meio de erescimento,
depois do que a toxicidade do filtrado ndo aumenta mais. A toxicidade
pode ser perdida depois désse periodo, devido 4 producdo de esporos, que
se inicia dentro désse espaco de tempo. Porém, quando a vegetacdo se
realiza em auséneia de luz, ndo hi producdo de esporos, pelo que a toxici-
dade se mantém cm creseimento proporcional ao tempo de vegetagio da
cultura, dentro do periodo de tempo das presentes experiéneias, isto é
até 22 dias. Ainda comparando ambas as situagdes, a cultura mantida
no escuro inicia a producao do nativador tardiamente, o que se evidencia
pelog resultados dos filtrados T-6 e T-19, originados de culturas de dois
dias de erescimento, mas em ambientes diferentes de exposicdo a luz.

3.2 - ISOLAMENTO DO INATIVADOR PRODUZIDO POR TRICHODERMA sp.

O método seguido foi o mencionado por Weindling e Emerson (9),
com o uso do cloroférmio. As culturas mantidas no escuro, supostamente
z0b ax melhores condigdes de cultivo, de acdrdo com os resultados anteriores,
foram filtradas em papel de filtro, para separacio de mieélio.

() filtrado, uma vez limpo de mieélio, foi tratado com cloroférmio,
irés vézes consecutivas, sendo o volume de cloroférmio de 0,1 do volume
do filtrado, por vez. O filtrado, misturado ao clorofdrmio, foi agitado du-
runte, aproximadamente, 10 minutos cada vez. Em seguida, o filtrado fo
separado em filtro de separacdo c¢ evaporado ou destilado. A destilacio
nio se processou até o desaparecimento completo do cloroférmio, mas,
sim, deixando sempre pequena quantidade de cloroférmio. No final, todo
o liquido foi transferido para cdpsula de porcelana, a fim de ser deixado
em evaporacio lenta, no meio ambiente. O residuo, constituido por um
material de e6r amarcla suja, foi de novo suspenso em 4dlecool quente a 959
e, outra vesz, deixado para evaporacio natural.

De cada filtrado, apds o tratamento com cloroférmio, foi separada
uma amostra por vez, durante o andamento do processo, tendo sido man-
tida amostra do filtrado original, isto é, antles do tratamento com cloro-
férmio. Depols, todas as amostras foram submetidas a uma centrifugacio
durante 30 minutos a 2600 rotacdes, com o fim de separat o cloroférmio.
Usou-se sempre a por¢ido do ligquido que ficou na parle superior dos tubos
do centrifugador. Esse processo foi exceutado repetidas vézes. Em resumao,
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as percentagens resultantes dos sucessivos tratamentos com cloroférmio
sdo as seguintes : a) 509, ou 425 para 873 lesdes locais, obtidas em 18 félhas
inoculadas de Nicotiana glutinosa, para o suco infetado tratado com o fil-
trado ; b) 689, ou 686 para 1011 em 24 félhas, apés o primeiro tratamento
com cloroférmio ; ¢) 569, ou 419 para 753 em 14 foélhas, apés o segundo
tratamento ; d) 489, ou 395 para 820 em 14 félhas, para o terceiro trata-
mento ; e) 149, ou 1 para 7 lesGes locais em 6 félhas, apés o quarto trata-
mento com cloroférmio. Pode-se dai concluir que, sob as condi¢des destas
experiéncias, o cloroférmio nfo extraiu completamente o inativador.

Foi tentada uma segunda experiéncia com filtrados j& anteriormente
utilizados para extracdo do inativador. Empregou-se o0 mesmo método do
cloroférmio e com o mesmo processo geral. Os filtrados foram deixados
em contacto com o cloroférmio durante 30 minutos, para cada tratamento.
As amostras separadas foram centrifugadas e, depois, submetidas a teste,
como anteriormente. Esse filtrado, isto é, o usado pela segunda vez, deu,
s6bre 4 metades de f6lhas, 237 para 66 lesGes locais para o testemunha, ou
sejam 3599, de lesdes locais em relacdo ao tratamento testemunha. Visto
que os trés tratamentos de cloroférmio nfio deram grande diferenca, foram
todos agrupados, resultando a relagdo 935 e 206 lesdes locais, respectiva-
mente, ou sejam 4549, em relagio ao tratamento testemunha. Como jé
se mencionou anteriormente, o inativador nunca foi completamente ex-
traido pelo cloroférmio. Todavia, nessa experiéncia acima descrita,
aparentemente o inativador se perdeu durante a permanéncia do filtrado
no ambiente de laboratério, durante os 40 dias em que ai foi mantido. Deve-
-se mencionar que as culturas do fungo, no ambiente de laboratério, perdem
sua atividade depois de certo tempo de vegetacdo. O maior nimero de
lesBes locais obtidas para a mistura, comparado ao extrato contendo virus
e ndo tratado, talvez possa ser explicado pela maior disseminac¢éo do “ino-
culum”, facilitada pelo meio de cultura liquido que é o filtrado.

Uns poucos cristais, todavia, puderam ser obtidos dos diversos trata-
mentos com o cloroférmio. KEsses poucos cristais, que tinham a aparéncia
de agulhas, foram suspensos em 100 cc de 4lcool. Fsse dlcool foi diluido,
para ser usado na inativagdo do virus. A diluigio de 1:10 deu 42 lesdes
locais para 64, ou sejam 669, em relacio ao testemunha. As diluigBes maiores,
porém, sempre resultaram em elevado nimero de lesdes locais em relagio
a0 testemunha e, portanto, sem capacidade inativadora quando muito
diluido.

3.3- SKPARACAO DO INATIVADOR PRODUZIDO POR MEIQ DE
CENTRIFUGACAO E ULTRACENTRIFUGACAO

Uma cultura de 29 dias de idade, mantida no escuro e que, portanto,
nio tinha esporos formados, foi passada por uma filtragéo, a fim de separar
o micélio. Uma segunda filtracdo, em papel de filtro, resultou em um f{il-
trado claro, o qual foi centrifugado a 2600 rota¢Ges por minuto, em ambiente
frio, durante uma hora e meia. Posteriormente, foi separada a parte superior
e mantida em geladeira a 0° C. A massa de micélio sébre o papel de filtro
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foi lavada em 4gua corrente, apds o que foi moida em almofariz. Nova-
mente foi filtrada em papel de filtro, e, do filtrado, uma parte foi centrifu-
gada em ambiente frio, a 2600 r.p.m., durante meia hora. Como das outras
ocasides, as parcelas foram submetidas a teste em plantas de Nicotiana glu-
tinosa. Os resultados foram, em ndmero de lesées locais obtidas, de 10 e 105
para o tratado e testemunha respectivamente, ou sejam 109, a relacéo do fil-
trado da cultura para o extrato da planta com virus, e de 6 e 77, ou sejam
89, do filtrado centrifugado e misturado ao extrato com virus, para o extra-
to somente. Da iiltima parcela, j4 centrifugada a 2600 r.p.m., uma parte
foi ultracentrifugada a 35000 r.p.m., durante uma hora. O lquido ultracen-
trifugado ainda contido no tubo de vidro foi separado em trés parcelas,
isto é, superior, média e inferior. Esta dltima deveria conter o inativador,
caso a, ultracentrifugagao tivesse conseguido preeipita-lo ; foi suspensa em
3,5 cc de agua destilada, sendo o tubo agitado e esfregado internamente
com auxilio de bastonete de vidro com protecio de borracha na extremi-
dade. As trés partes foram submetidas a teste em relacio ao extrato
de planta infetada, té6das a uma diluicdo de 1:100. Os resultados, em nii-
meros de lesdes localq obtidas, sfio, respectivamente, os seguintes, para
as trés partes, em relacdo ao exhato de planta com virus: 8 para 38, ou
sejam 219, em relacdo ao testemunha, 4 para 24 ou 179, ¢ 77 para 51 ou
1519,. Pelo que se vé, a ultracentrifugacio nfo precipitou o inativador,
sendo os resultados semelhantes aos obtidos pelos filtrados nio tratados.

3.4 - PRECIPITACAO DO INATIVADOR PELA ACETOXNA

Culturas de Trichoderma sp., mantidas desde o infcio, durante 30 dias
no cscuro, foram filtradas, e o filtrado resultante, separado em amostras
de 100 ce. Cada amostra de 100 cc foi tratada por acetona, na relacio de
duas vézes o volume daquele (4). A mistura foi centrifugada a 2500 r.p.m.,
separada a parte superior e o precipitado foi novamente suspenso em dgua,
em quantidade aproximada de um quinto do volume do liquido, apds o
tratamento com acetona. Kissa suspensdo foi de novo tratada com o débro
do volume em acetona, outra vez centrifugada durante hora e meia a 2500
r.p.m. e, depois disso, separada a parte sobrenadante. O precipitado final
foi novamente suspenso em 10 cc de dgua para a prova de inativacio. O
extrato normal de planta contendo o virus foi diluido a 1:100 com a sus-
pensiio e, depois de ter agido durante dois minutos sdbre o virus, o nimero
de lesdes locais foi de 5 e 18, ou sejam 289, na relacdo de tratado para o
testemunha. Com a permanéncia de uma hora de contacto do precipitado
e do extrato da planta contendo o virus, resultou em 2 e 41 leses, ou sejam

59%.
4-DISCUSSAO E CONCLUSAO

O fungo Trichoderma sp., cultivado em meio liquido, produziu uma
substéncia capaz de inativar o virus do mosaico comum do fumo, atin-
gindo até 909, de inativagfio, sob certas circunstdncias. Johnson e Hoggan
(2) mencionaram o fungo como mativador de virus, produzindo seu efeito
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quando em meio de cultura contendo virus do mosaico do fumo. Apesar
de nfio mencionarem as percentagens dos resultados, afirmam ndo se ter
portado o fungo como um excepcional destruidor do virus. Comparando
os resultados obtidos por €sses autores com os que se apresentam neste
trabalho, o efeito maior aqui observado pode ser atribuido ao fato de se
ter cultivado o fungo em meio liguido e se ter usado o filtrado da cultura
para os testes de inativagdo do virus. Pelo fato de o filtrado liquido ter
mostrado acdo inativadora, j4 apés dois dias de cultura do fungo, se conclui
que o inativador é produto de secregdo externa.

A inativacdo se processa imediatamente apds a mistura do filtrado
a0 extrato de planta contendo virus, ndo tendo sido obtidos melhores resul-
tados pelo contacto mais demorado.

Se as culturas se desenvolverem no lahoratério, a uma temperatura
de 22° C, o poder de inativacio decresce apds o segundo dia de desenvolvi-
mento, da mesma forma como o mencionado por Weindling (8) para a acio
contra Rhizoctonia sp. Se, porém, a cultura fér mantida em crescimento,
em ambiente escuro, & temperatura de 27° C, o inativador aumenta em
concentracfo, pelo menos até aos 22 dias de desenvolvimento da cultura.
Enquanto as culturas mantidas no escuro nfo ddo formagio a esporos do
fungo, as mantidas & luz do dia formam esporos apds o segundo dia de
desenvolvimento, o que provavelmente pode justificar a perda da capacidade
inativadora para os filtrados destas, quando as culturas apresentam mais
de dois dias de crescimento. Todavia, quando os filtrados de culturas man-
tidas no escuro foram transportados & luz do dia, perderam também a
capacidade inativadora. Assim, a formacdo de esporos por si 86 nao explica
a perda de poder de inativagdo.

Segundo o método de Weindling, tentou-se isolar o inativador pelo uso
de cloroférmio. O inativador ndo pdde ser completamente extraido do filtra-
do porque éste, apés tratamento com cloroférmio, ainda mostrava alguma
capacidade inativadora contra o virus. Poder-se-ia, nas presentes experién-
cias, estar & frente de um inativador diferente daquele que Weindling
extraiu, e que se mostrava eficiente contra o fungo Rhizeclonia sp.

Por meio de ultracentrifugacio, ndo foi possivel conseguir a separagdo
do principio inativador.

Empregando o método de precipitagio pela acetona, segundo
Takahashi, foi obtido um precipitado esbranqui¢ado, que mostrou capacidade
de inativacio sdbre o virus do mosaico de fumo.

SUMMARY

Trichoderma sp. grown in liquid medium produced a substance which has caused
up to 909, reduection in the infection capacity of the tobacco mosaic virus, mecasured
in number of loeal lesions on Nicotiana glutinosa half leaf inoculations. Under the present
experiments the fungus has been grown in liquid medium and the filtrates used in inac-
tivation tests on the virus. From the fact that the liquid filtrate showed inaetivation
power after only two days of culturc it is concluded that the inactivation is of the nature
of a secretion of the fungus into the liquid medium.

The inactivation procceded within 2 minutes after mixture of the culture extract
with the virus, no better results were obtained if the mixtures allowed to stand for a
longer period of time.



148 BRAGANTIA Vol. 10, N° 5

If cultures were grown in the light in the laboratory the inactivation power decreased
after the second day as was found by Weindling (8), for the effect on Rhizoctonia sp.
If grown in the dark the inactivator continues to increase in concentrations for at least
22 days. In the dark no spores formation could be observed. Physiological activity asso-
ciated with spores formation may be the reason for the loss of inaetivator in day light
grown cultures where spores start to be formed after the second day of growth.

Extraction of the inactivator with chloroform was attempted according to Weindling’s
method. The inactivator could never be completely extracted since the treated filtrate
kept showing inactivation on tobacco mosaic virus. This suggests that the inactivator
for the virus may be a different from the one found by Weindling against Rhizoctonia sp.

By ultracentrifugation at 35,000 r.p.m. no inactivator could be obtained from the
filtrate,

Using Takahashi’s acetone method a whitish preecipitate could be obtained which
showed an inactivation of tobacco mosaic virus.
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