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RESUMO

Preparacdes feitas com exsudato de plantas de fumo, girassol, picdo, erva-
-de-Santa-Maria, corddo-de-frade, fedegoso, Chencpodivm amaranticolor e Physalis
floridana, sadias e infectadas pelo virus do mosaico do picio, feram examinadas
40 microscopio electrdnico.  Particulas com comprimento normal aproximado de
720 my, x 12-13 my, foram encontradas nos exsudatos das oito espécies, quando afe-
tadas, mas nio nos das plantas sadias, testemunhas, Tais particulas sio conside-
radas como sendo o virus causador do mosaico do picio.

1 — INTRODUCAO

A morfologia das particulas elementares de um virus serve, jun-
tamente com as suas demais propriedades fisicas, quimicas e biologi-
cas, para completar a sua identificacio, sendo de grande valor para a
diagnose das moléstias por éle causadas.

Utilizando método rapido e simples (4, 8), pode-se determinar a
morfologia das particulas de virus associadas a uma moléstia, desde que
essas particulas sejam alongadas (bastonetes ou filamentos). No caso
dos virus que tém essa conformacio, ndo é necessirio recorrer aos pro-
cessos usuais de purificagio que, além de consumirem tempo, podem al-
terar a forma das particulas.

Estudos sdbre as moléstias de virus das ervas daninhas e sobre
o papel destas como fontes de virus para as plantas cultivadas no Ls-
tado de Sdo Paulo vém sendo feitos ha anos, na Se¢do de Virologia.
Uma delas, o mosaico do picdo (Bidens pilosa 1..), acha-se bastante di-
fundida no Estado e afeta diversas plantas econémicas. Nesta publi-
cagio sdo apresentados os resultados de observacdes cfetuadas sobre a

(+)  Recebido para publicagio em jo de janeciro de 1961,
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forma e dimensdo das particulas désses virus. Uma descricio porme-
norizada da moléstia serd feita em outro trabaltho (6).

2 -~ MATERJAL K METQODOS

As preparacgdes para exame ito microscopio electronico foram fei-
tas pelo método do exsudato, descrito por Johnson (8}, Os exsudatos
foram obtidos de folhas retiradas de plantas afetadas, cérea de 10 a 15
dias apls a inoculagdo. Foram utilizadas as seguintes plantas hospe-
deiras: fumo Turkish (Nicofiana tabacum 1.)), girassol (Helianthus
annuus 1.}, erva-de-Santa Maria (Chenopodinm ambrosioides 1..). Phy-
salis floridana Rydb., Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn., fede-
goso (Cassig occidentalis 1.), corddo-de-frade (Leonotis nepaetifolia
1..) e picdo.

O liquido exsudado das nervuras na superiicie de corte das fo-
lhas infectadas e submetidas & pressdo hidriulica foi transferido para
as grades de cobre (200 malhas/polegada) que tinham sido anterior-
mente cobertas com membrana de «Parlodions a 1,56%. Em alguns
casos submeteu-se o exsudato a uma didlise prévia em membrana de
colédio, da seguinte maneira: goticulas de exsudate foram colocadas
sébre uma pelicula de colédio flutuando sobre agua destilada; apds 24
horas transferiu-se o exsudato para as grades, por meio de micropipe-
ta. Em outros casos o exsudato foi centrifugado em capilares (3000
rpm/15’), numa tentativa para eliminar impurezas que interferem nas
observagGes e, ainda, concentrar as particulas néle contidas.

As preparagbes, depois de terem sido metalizadas com cromo ou
paladio, foram examinadas ac microscopio electronico (Siemens UM
100b) (*). Os negativos foram tirados com aumento aproximado de
7000 x, e posteriormente projetados a 50000 x, em papel s6bre o qual
se tragaram as particulas. As particulas desenhadas no papel foram
medidas com régua, ou, quando elas eram sinuosas, com aparelho mar-
cador, de roda dentada, que assinalou séhre o desenho certo niimero de
pontos. Contando-se €stes e conhecendo-se & distincia entre dentes
consecutivos, pode-se determinar o comprimento aproximade das par-
ticulas. Os valores referentes s particulas medidas foram distribui-
dos em classes com intervalo de 20 mu., Como preparagio-padrio pa-
ra calibragem das mensuragbes examinaram-se exsudatos de plantas

{2) Ao . A, Vallejo-lreire, cliefe da Segio de Virus o Virusterapin de lnsttuto Bu.
tantd, Sdo ’aulo, os autores agradecem pelas facilidudes proporcionadas to uso do microscop.o
electrénico da Seglo; ao Dr. A, Brunner JTr., nssistente da mesma Secfio. pelas valiosas sugesties
sobre a téenica de electronmicroscopia.
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de fumo Turkish infectadas sistémicamente com o virus do mosaico
comuimn.

3 — RESULTADOS

O exame ao microscopio electronico dos exsudatos de plantas afe-
tadas de fumo, girassol, Chenopodium amaranticolor, cordio-de-frade.
erva-de-Santa Maria, fedegoso, Physalis floridana e picio revelou a pre-
senca de particulas alongadas e flexiveis (figura 1) em maior ou me-

Ficura 1. — Foto micrografia electrénica do virus do
mosaico do picdo, em exsudato de Chenopodium ama-
ranticolor. (43 200 x).

nor concentracao, que nio foram encontradas nos exsudatos das plan-
tas sadias compardveis. Devido ao pequeno ntiimero de particulas en-
contradas nos exsudatos do fedegoso e de P. floridana, ¢ i dificuldade
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de exsudagdo no caso do picdo, ndo foram feitos histogramas para es-
tas trés ltimas hospedeiras.  Os resultados refcrentes aos comprimen-
tos das particulas encontradas nas outras cinco espécie acham-se repre-
sentados na figura 2. Nos poligonos de distribui¢do dos comprimen-
tos, 70-8090 das particulas medidas acham-se entre 600 e 800 mp; fora
déste trecho distribuem-se mais ou meros uniformemente, com ligeira
tendéncia para formarem picos secundéarios nos valores proximos i me-
tade ou ac débro do comprimento normal (CN) (3, 13). As determi-
nagdes do CN deram para o virus do mosaico do picio (VMP) um va-
lor de cérea de 720 my (guadro 1), As flutuacdes que se verificaram
nos CN das particulas de diferentes origens niio sio significativas, con-
siderandu-se os erros inevitaveis nas medidas ¢ as variagdes inerentes
ds particulas,

Yuapke 1. — Resultados das medigdes de particulas do virus do mosaico o picdo
de cinco diferentcs hospedeiras

Nimero de particulas medidas ; . )
. ~Comprimen-
Hospedeira Ne pico Porcenta- Total {6 normal
principal (1)Igcm do total ota 0 norma
L T)
Nicotiana fabacum ... .. ... 379 87,0 665 723,07
Chenopodivm amaranticolor . 715 74,5 061 713,37
Helianthus annuus ... ... .. 273 1.0 340 713,16
Chenopodinn ambrosioides . 120 9.5 151 710,30
Leonotis mepaetifokia ... ... 150 74.3 203 724,67
Total ... oo L 1830 79,0 2320 717.13

{1y Eutre G40 ¢ 8Boo mu do histograma de distribuicio do- comprimentes da< particulas.

A didlise ¢ a centrifugacdo parecem nio ter alterado & conforma-
¢do das particulas (quadro 2, figura 3). No caso de exsudatos de Cheno-
podium amaranticolor, a didlise deu resultados satisfatorios, fornecendo
uma suspensdo mais limpa que 2 de exsudatos sem ésse tratamento e
também, por razio ainda ndo compreendida, com maior concentracio
de particulas,
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Froura 2. — Distribuigio dos comprimentos das particulas de VMP em

exsudatos de diferentes plantas hospedeiras: 4 — rubi; B — erva-de

-Santa Maria; C — girassol; D — fumo; £ — Chenopodiwm wmaranti-
eolo; F — total,
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Frouvra 3. — Distribuicio dos comprimentos
das particulas de VMP em exsudato de Che-
nopodimm  amaranficolor: 1 ~ sem trata-
mento; B - centrifugada; (- dialisada,
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Fiocura 4, — Distribuigio dos comprimentos

das particulas do virus do mosaico comum
do fumo, em exsudato de fume.
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Quapr; 2, — Resultados dus medigdes de particulas do virus do mosaico do picio
quando o exsudato (1) foi submetido a diferentes {ratamentos

T T - -
i Ninero de particulas medidas

, —Comprimen-
Tratamento No pico Porcenta- Total ‘mal
principal (2)gem do total ota to norma
e — . L _— !
[T
Didlise ........... .. . . 453 74,5 609 J1417
Centrifugacio ... .. . 65 730 34 714,17
Contrdle ... ... ... ... ' 197 73.0 263 711,27
i |

(1} Exsudato de Chenppodinm  amareniicolor.

{2V Entre 4o ¢ %00 mo ne histograma de distribuigin do» comprintentos das particula-,

O didmetro das particulas do VMP. tomando-s¢ como padrio
aquéle do virus do mosaico comum do fumo (15 mp), foi de 12-13 my.
O CN do virus do mosaico do fumo determinado paralelamente ¢ pe-

los mesmos métodos, correspondeu ao citado na literatura (1. 14), isto
¢, 300 my (figura 4},

4 - DISCUSSAQ

A presenca de particulas alongadas, de 720 g x 12-13 my, foi
constatada no exsudato de oito espécies pertencentes a cinco familias
diferentes, quando infectadas pelo VMP. e ndo no de plantas sadias.
Essas observagGes sio consideradas como evidéncia de (ue tais par-
ticulas representam o virus causador do mosaico do picdo.  Seria difi-
cil conceber que particulas que ocorrem sistematicamente no material
afetado e nflo no sadio, com forma ¢ dimensdes constantes, pudessem
representar produtos da reagdo dessas diferentes hospedeiras 4 infee-
cao. Paralelamente, hd varios casos na literatura onde as particulas
observadas em exsudatos foram identificadas como sendo as particulas
clementares do virus, gracas a trabalhos de microscopia electronica
quantitativa conjugados com ensaios bioldgicos. Entre outros podem
ser mencionados o «tobacco rattles (7, 10). mosaico do fumo (1. 12),
virus X «a batatinha (2, 11}, amarelo da heterraba (5, 9).

Brandes ¢ Wetter (4) classificaram os virus alongados segundo o
CN e diametro das particulas, modo de transmissio e ponto de inati-
vagdo térmica. () VMP nessa classificacio pertenceria ao grupo 0.
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que tem as seguintes caracteristicas: CN, 730 my; didmetro, 12-13 My
transmissdo mecanica e por meio de afidios: ponto de mativacio térmi-
ca, S0-60°C. Embora o virus causador do mosaico da alface (Lactuca
sativa 1., no sistema de classificagdo daqueles investigadores sepi co-
tocado no grupo 11 (CN. 750 mp), julgam os autores que hi certa re-
lagao entre &ste ¢ o VMP, embora nfio sejam idénticos. Experiéncias
visando determinar o grau de parentesco entre os deis virus serfio des-
critas em ouiro trabalho (6).

MORPHOLOGY OF THE BIDENS MOSAIC VIRUS PARTICLIY

SUMMARY

Electron microscopical ohservations were made on exndaies obtained from plnt.
ai Bidews pilosa, Chenopodivm anaranticolor, Leonotis nepactifolia, Helianthus annnis,
Necotiung tabucwin, Cessic occidentalis, Chenopodinm ambrosioides, wnd Physalis flo-
ridana infected with @ virns that induces mosaic on the first named species. The pre-
sence ol a flexible thread with a normat length 720 my x 12-13 my was recorded i
the exudates from the diseased plants, hui uot i those from the healthy ones, and i-
considered to represent the causal virne,
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