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SINOPSE 

Partículas alongadas de 15 mu de diâmetro e 650 mu de compri­
mento normal foram consistentemente detectadas em exames electrono-
-microscópicos de preparações "leaf dip" de 6 espécies diferentes de 
plantas infetadas pelo vírus latente da couve (Brassica oleracea L. var. 
acephala) (VLC). Tais partículas são consideradas como sendo de um 
vírus que poderia ser incluído no grupo do vírus S da batata, na clas­
sificação dos vírus alongados de Brandes. 

Exames de secções ultrafinas de tecidos foliar e radicular de couve 
infetada pelo VLC, demonstraram a ocorrência do VLC, formando agre­
gados mais ou menos organizados no citoplasma. Não se notou altera­
ções citológicas sensíveis como conseqüência da infecção, o que está de 
acordo com a ausência de sintomas externos em couve infetada pelo VLC. 

1 — INTRODUÇÃO 

Durante investigações sobre a suscetibilidade de variedades 
de couve (Brassica oleracea L. var. acephala) ao vírus do mo­
saico do nabo ( = vírus da mancha anular preta do repolho), 
verificou-se que todas as variedades em estudo estavam infeta­
das por um vírus latente. Este vírus, denominado de latente da 
couve (VLC), é transmissível mecanicamente e por afídeos a 
várias plantas testes (Costa, dados não publicados). 



Este trabalho relata os resultados das investigações realiza­
das a fim de estabelecer a morfologia do VLC. Alguns aspectos 
intracelulares do VLC acham-se também descritos. 

2 — MATERIAL E MÉTODOS 

Vírus e hospedeiras — Utilizou-se um isolado do VLC, man­
tido na coleção da Seção de Virologia, do Instituto Agronômico. 
O material para estudo foi obtido de plantas, mecanicamente 
inoculadas pelo VLC, das hospedeiras: couve- s ( 3 ) ; Chenopo-
ãium amarcmticolor Coste & Reyn.- 11; mostarda (Brassica alba 
Boiss. Rabenh.)- s ; rabanete (Raphanus sativus L.)-s; perpétua 
(Gvmphrena globosa L.)- 11; feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)- 11. 

Métodos para microscopia electrônica — A morfologia do 
VLC foi investigada em preparações rápidas para microscopia 
electrônica, obtidas a partir de fragmentos de folhas de plantas 
infetadas, utilizando-se o método de "leaf dip" de Brandes (3) 
ou combinando-o com a técnica de contrastação negativa (8). 
As partículas encontradas foram fotografadas, sendo elas medi­
das a uma magnificação final de 50.000x. Os comprimentos de­
terminados foram distribuídos em classes de 25 m.[i de intervalo. 
Preparações similares foram feitas de plantas de rabanete, mos­
tarda, perpétua e couve chinesa (Brassica chinensis L.) infetadas 
pelo vírus do mosaico do nabo (VMN), cujas partículas têm com­
primento normal já estabelecido, sendo seu valor 750 mjx (1). 
Partículas do VMN foram fotografadas e medidas em condições 
comparativas com as do VLC para servirem de calibrador. Como 
controle, preparações feitas de plantas sadias, não inoculadas, fo­
ram também examinadas. 

Para histologia electrono-microscópica, pequenos fragmentos 
foliares, ou ponta de raiz, de couve sadia ou infetada pelo VLC, 
foram fixados em uma solução de O s 0 4 a 1% em tampão de 
fosfato de sódio 0,2M, pH 7, durante 12-18 horas a 4°C (14). 
Após a desidratação em acetona, os tecidos foram incluídos em 
Epon (12). Os blocos foram seccionados em ultramicrótomo 
Porter-Blum, tendo sido as secções contrastadas com sais de 
chumbo e uraníla (16, 19) antes de serem examinadas em micros­
cópio electrônico Elmiskop I, da Siemens. 

o 

( ) s- invasão sistêmica; 11- lesões locais. 



3 — RESULTADOS 

Morfologia do vírus — Em preparações rápidas ("leaf dip" 
convencional ou combinada com contrastação negativa), feitas 
de plantas de 6 espécies diferentes, infetadas pelo VLC, uma 
quantidade apreciável de partículas alongadas, algo rígidas, de 
15 m î de diâmetro, foram observadas ao microscópio electrônico 



(estampa 1 A e JB). O histograma da distribuição dos compri­
mentos dessas partículas mostrou a existência de uma classe 
modal a 650 mjx, que com as classes adjacentes formava um pico 
proeminente neste histograma (figura 1). 

O comprimento normal (CN) destas partículas determinado 
com base no histograma (4) foi de 654 mjx, tendo sido medidas 
1290 partículas. A fim de ter maior segurança nas medições, 
várias micrografias electrônicas do VLO e do VMN foram tira­
das em condições comparativas. Os resultados podem ser apre­
ciados na figura 1 e no quadro 1. O CN do VMN foi de 755 mu, 
considerando-se o total de 6 medições, e do VLC, 656 m\i, obtido 
nas mesmas condições. Notou-se um paralelismo na variação 
dos CN determinados, i.e., sempre que o valor do CN do VMN 
era maior ou menor que a média o CN do VLC flutuou no mes­
mo sentido, em relação à média (quadro 1). 



Nas preparações contrastadas negativamente, as partículas do 
VLC apareciam como partículas alongadas e maciças, sem revelar 
detalhes internos (estampa 1 B). 

Em preparações similares, obtidas de plantas não inocu-
ladas (controles), não se constatou em nenhum caso a presença 
de partículas similares às acima citadas. 

Exame de secções ultrafinas — Secções ultrafinas, tanto do 
tecido foliar como do radicular de couve infetada pelo VLC, 
quando examinadas ao microscópio electrônico não revelaram 
nenhuma alteração marcante, em relação aos tecidos de plantas 
não inoculadas. Todavia, verificou-se constante ocorrência de 
agregados de partículas alongadas, no citoplasma das células de 
plantas infetadas (estampas 2-5). As partículas componentes de 
tais agregados eram aparentemente rígidas, com 10-15 mjx de diâ­
metro e comprimento variável, conforme o plano de secção, e são 
consideradas como representando o VLC in situ. Sua localização 
no citoplasma era variável, não se achando especificamente 
associada a determinados orgânulos celulares, embora com certa 
freqüência as partículas se achassem nas proximidades de cloro-
plastos (estampas 2 B, 5 A-B). Todavia, esta situação parece 
refletir os resultados dos movimentos citoplasmáticos, que fariam 
as partículas tenderem a se acumular nas proximidades de obstá­
culos que se antepusessem ao fluxo citoplasmático. A forma e 
as dimensões dos agregados de partículas do VLC eram variáveis 
e naturalmente dependeriam do plano pelo qual eles foram seccio-
nados. A disposição das partículas dentro do agregado normal­
mente era a de estar com seus eixos maiores paralelos. Quando 
a secção era paralela a este eixo maior, notava-se freqüentemente 
que as partículas apresentavam suas extremidades num mesmo 
plano, podendo dois ou mais de tais conjuntos aparecerem sobre­
postos, mas separados ligeiramente uns dos outros, formando 
configurações que lembram a disposição das miofibrilas num 
músculo estriado (estampas 2 4 , 4 C e 5 B.), O comprimento 
dessas partículas era aproximadamente igual ao do CN das par­
tículas alongadas encontradas em preparações "leaf dip". Às 
vezes, as partículas componentes das inclusões apresentavam-se 
bastante longas, provavelmente devido a uma agregação terminal 
de partículas menores. Em certas inclusões, as partículas for­
mavam um arranjo em espiral de tal modo que uma partícula, 
embora paralela a outra, tinha seu eixo ligeiramente inclinado, em 
relação à partícula vizinha. Os exemplos ilustrados na estampa 3 
mostram tal arranjo em espiral. As partículas na região central 



da inclusão acham-se perpendiculares ao plano de secção, e, à 
medida que se vai à periferia, o eixo maior das partículas vai 
tendendo a se tomar paralelo ao plano de secção. 

No tecido radicular, agregados similares aos constatados nas 
folhas foram também encontrados. Mas ocasionalmente obser­
vou-se grupos de partículas de diâmetro pouco maior que as 
anteriormente descritas, cujo valor oscilava entre 15-20 m\x, as 
quais quando seccionadas transversalmente podiam exibir arran­
jo perfeitamente cristalino. Em secções longitudinais dessas par­
tículas, mostrou-se que seu comprimento era também próximo 
ao do CN das partículas presentes nas preparações "leaf dip" 
(estampa 4). 

Nas folhas, os agregados de VLC foram mais comumente 
encontrados no parênquima lacunoso e palisádico e menos fre­
qüentes na epiderme e no parênquima vascular. Partículas não 
foram vistas no interior dos vasos crivados ou lenhosos maduros, 
muito embora formas imaturas destes vasos pudessem ocasional­
mente conter agregados do vírus (estampa 2 B). 

Na ponta de raiz, grupos de partículas alongadas foram en­
contradas na epiderme, na coifa e na região cortical, mas não na 
zona meristemática. 

Em certas células foliares, pequenas áreas ricas em vesículas 
e ribosomas, e às vezes contendo partículas do VLC individuais, 
puderam ser notadas. Nas suas proximidades, invariavelmente, 
ocorriam agregados de VLC (estampa 5 A). 

Em tecidos de plantas de couve sadias, não inoculadas, em 
nenhum caso tais agregados puderam ser encontrados. 

4 — DISCUSSÃO 

As partículas alongadas presentes em preparações "leaf dip" 
e aquelas observadas no interior dos tecidos foliares ou radicula-
res, formando comumente agregados paralelos ou em espiral, 
devem ser idênticas. Em certas inclusões intracelulares, parti­
cularmente, pôde-se notar que o comprimento das partículas que 
as constituiam. era literalmente igual ao do CN determinado para 
as partículas das preparações "leaf dip". O diâmetro das par­
tículas in situ, geralmente, foi pouco inferior ao daquelas das 
preparações "leaf dip", mas a diferença pode ser perfeitamente 



atribuível aos diferentes métodos de preparo, pois usualmente os 
métodos de coloração empregados em histologia electrono-micros-
cópica evidenciam menos a capa protéica envoltória do vírus. 

A natureza viral dessas partículas alongadas, notadas tanto 
em preparações "leaf dip" como no interior dos tecidos das 
plantas afetadas pelo VLC, pode ser inferida pela sua constante 
associação com o material infetado (plantas pertencentes a 6 es­
pécies diferentes) e pela sua similaridade com outros vírus já 
descritos. Ensaios preliminares de purificação e infetividade 
têm comprovado esta inferência (Oliveira, Kitajima e Costa, 
dados não publicados). A morfologia das partículas permite 
incluir o VLC no grupo S da batata, na classificação dos vírus 
alongados de Brandes (4). o próprio caráter latente do VLC em 
sua hospedeira natural, suas propriedades físicas in vitro, sua 
transmissibilidade por métodos mecânicos e por afídeos vectores 
(Costa, dados não publicados) mostram que o VLC compartilha 
também das características gerais dos componentes do grupo do 
vírus S da batata. Todavia, os testes efetuados até o momento 
não permitiram estabelecer relações serológicas entre o VLC e 
outros vírus do grupo S da batata (Oliveira, dados não publi­
cados). 

A configuração adquirida pelo VLC intracelularmente, em 
especial a espiralada, é idêntica àquela relatada para o vírus do 
mosaico amarelo do trevo, membro do grupo X da batata (15). 
Em relação a outros componentes do grupo S da batata, o aspec­
to das células infetadas pelo VLC é praticamente idêntico ao 
daquelas invadidas pelo vírus S da batata (Kitajima, dados não 
publicados), mas em relação aos vírus latente da Passiflora e um 
vírus encontrado em lírio (Lilium longiflorum Thunb.) as des­
crições têm sido superficiais, não permitindo assim uma com­
paração efetiva com o VLC (13, 17). 

A ocorrência de agregados de VLC na coifa e sua ausência 
na zona meristemática, em ponta de raiz, é um fato similar áo 
relatado para o vírus de vira-cabeça (9). Tem-se sugerido que 
a presença de vírus na coifa seria indicativo de sua ocorrência 
no meristema, ainda que na forma não particulada (5). Todavia, 
excluindo a possibilidade de uma infecção na fase inicial da 
emergência de uma raiz lateral, parece razoável considerar que 
o vírus poderia infetar a coifa, mesmo sem infetar o meristema, 
através de seu transporte pelas células corticais e da epiderme, 
que circundam a zona meristemática. 



A natureza dos grupos de partículas ligeiramente mais grossas 
que aquelas consideradas VLC, embora de comprimento similar, 
não se acha perfeitamente esclarecida. Talvez as mesmas expli­
cações sugeridas para certas partículas grossas associadas à in-
fecção pelo vírus do mosaico comum do fumo, i.e., forma mais 
hidratada, precursora da partícula madura ou agregado de pro-
teína-X (li, 18), possam ser-lhes aplicáveis. 

Tem-se sugerido que a presença de determinados tipos de 
inclusão serviria para diagnosticar o grupo morfológico a que 
pertence um dado vírus, como no caso das inclusões lamelares 
tipicamente associadas à infecção com os vírus do grupo Y da 
batata (6). Todavia, tal conceito não deve necessariamente ser 
generalizado, pois há casos como o das inclusões (agregados pa­
ralelos ou em espiral, das partículas) aqui descritas, que podem 
ser formadas por vírus pertencentes a grupos morfológicos dis­
tintos (VLC, do grupo S da batata; vírus do mosaico amarelo 
do trevo, do grupo X da batata). Por outro lado, dentro de um 
mesmo grupo, têm sido observados tipos diferentes de agregados 
de vírus, como o do vírus X da batata (2, 7), o do vírus do 
mosaico amarelo do trevo (15) e o do vírus do mosaico comum 
da mandioca (i*), todos pertencentes ao grupo X da batata. 

Finalmente, nossas observações demonstraram a presença de 
agregados de vírus em diversos tecidos de couve infetados pelo 
VLC, mas não se notou efeitos citopáticos nas células invadidas 
pelo vírus, o que sugere um equilíbrio entre o metabolismo nor­
mal da célula e o mecanismo de síntese do vírus. 

PARTICLE MORPHOLOGY AND INTRACELLULAR BEHAVIOR OF COLE 
LATENT VIRUS 

SUMMARY 

Electron microscopic examination of leaf dip preparations made 
from cole (Brassica oleracea L. var. acephala), Chenopodium amaranti¬ 
color Coste & Reyn., radish (Raphanus sativus L.), mustard (Brassica 
alba Boiss. Rabenh.), bean (Phaseolus vulgaris L.) and Gomphrena glo¬ 
bosa L. plants infected with cole latente virus (CLV) demonstrated 
consistently the presence of slender rods. These particles, considered 
as CLV, were about 15 mu wide and 650 m@ in normal length (NL). The 
NL was determined in a series of comparative measurements using turnip 



mosaic virus (NL = 750 mu) as a standard. Morphological characte­
ristics of CLV permit its inclusion in the potato virus S group, in 
Brandes' system of classification of elongated plant viruses. 

Thin section profiles of root and leaf tissues, from CLV-infected 
cole, showed the frequent occurrence of fibrillar aggregates in the 
cytoplasm. The particles component of these aggregates were identified 
as CLV in situ due to the constant association with the infection and 
their mophological similarities with the particles found in leaf dip pre­
parations. CLV-particles appeared with their longer axis laying side-
-by-side within these aggregates, often forming a spiral arrangement. 
Vesiculated areas were occasionally seen in the cytoplasm, with virions 
in or around them. Virus particles were found in most of the examined 
cells, except within the tracheids and sieve tubes in the leaf, and within 
the meristematic zone, in th root. Besides these abnormalities, no other 
remarkable changes in normal cell structure could be noticed, in 
agreement with the lack of external symptoms. 
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