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RESUMO

Exames no microscdpio electrdnico de preparacdes feitas pelo método do
«dipping», de plantas infetadas com o virus do mosaico comum da mandioca
(VMCM), demonstraram a presenga de particulas alongadas e flexiveis, com
13 my, de diimetro e cérca de 500 my, de comprimento normal (CN) nas plantas

infetadas, mas nio nas sadias {contrbles). Particulas similares, em grande gquan-
tidade, foram as finicas presentes em preparagfes altamente purificadas e infetivas.
Essas particulas, quando contrastadas negativamente, nio mostraram possiveis
detalhes ultra-estriturais,

MedigBes comparativas entre o VMCM e o virus X da batatinha (VXB),
que se assemelham morfoldgicamente, demonstraram que o CN do VMCM foi
consistentemente menor que 0 do VXPB em céreca de 17 M.

Em testes seroldgicos cruzados, com antisséro para VMCM e VXB de
titulos relativamente altos (1/4096}, nenhum grupo antigénico aos dois virus pode
ser demonstrado.

Devido & morfologia das particulas, o VMCM pode ser incluido entre os
virus relacionados com o VXB, dos grupos 4 a 6 da classificagio dos virus de
planta de forma alongada, proposta por Brandes e Wetter, As particulas désses
virus tém sido descritas como filamentosas e flexiveis, de CN entre 480 e 580 M.

.. pequena mas perceptivel diferenca na morfologia, o fato de que grupos
antigéenicos comuns ndo puderam ser demonstrados, e as grandes diferengas no
comportamente em relagio is moléstias causadas pelo VMCM ¢ o VXB, indi-
cam nfo serem éles prdximamente relacionados. O VMCM poderia ser consi-
derado comb uma entidade distinta dentro do grupo taxondmico dos virus de
planta alongados, representade pelo VXB.

1 — INTRODUCAO

Uma forma de mosaico em mandioca (Manihot ufilissima Pohl.) é
de ocorréncia ocasional no Estado de S3o Paulo (18). Este virus de-

.. . () Trabatho apresentado na XV Reuniio da Sociedade Brasileira para o Progresso da
Ciéncia, realizada em Campmafs, Julbo de 1963, Recebido para publicaco em 25 de marge de ro6s.
4) Professor de Botanica, Botanisches Institut, Univ. Saarbriicken, Alemanha.
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nominado mosaico comum da mandioca (VMCM), ji foi purificado
(24), e sua natureza antigénica acha-se estabelecida (23),

Preparagbes ripidas para microscopia electrénica (8, 21 revelaram
a presenca de particulas alongadas associadas a essa moléstia, cuja
morfologia se assemelha 3 do virus X da batatinha (Solanum tubero-
sum L.). A suspeita de que o VMCM e o virus X da batatinha (VXB)
fossem relacionados, dada esta semelhanga, embora do ponto de vista
patoldgico difiram consideravelmente (19). foi investigada no micros-
copio electrénico, procurando-se detectar diferencas na morfologia e,
paralelamente, estudos serologicos foram cfetuados para verificar rela-
¢hes de parentesco.

O propésito déste trabalho é relatar os resultados dessas inves-
tigagses.

2 — MATERIAL E METODOS

a) Determinacio do comprimento normal (7, 26) do VMCM o
medicagdes comparativas com o VXB.

Folhas de diversas plantas com VMCM foram preparadas para
microscopia electronica pelo método do «dippinegs (9). Tais prepara-
¢hes foram metalizadas com paliddio ou cromo e examinadas no micros-
copio electronico (Siemens Elmiskop 1) (), fotografando-se as par-
ticulas observadas a 5.000x e, para se efetuarem as mensuracoes, os
negativos foram armpliados opticamente 10x. O comprimento normal
(CN) foi determinado com base no histograma de distribuigdo dos
comprimentos das particulas (8, 11, 12, 26): para obtengdo medi-
ram-se de 100 a 300 particulas por preparacio, ¢ os valores obtidos
foram distribuidos em classes de 23 myu de intervalo.

Medigbes comparativas entre particulas do VMCM e do VXB fo-
ram feitas em condigdes as mais similares possiveis. Em geral, para
estas medi¢des o VX provinha de plantas de fumo Turkish (Nicotiana
tabacum 1..), mas, em alguns casos, utilizaram-se plantas hospedeiras
da mesma espécie para os dois virus. A fim de reduzir a influéncia das
flutuagBes na magnificacio dada pelo microscopio electronico, a prepa-
racdo de um dos virus era examinada e fotografada, ¢ imediatamente a
do outro virus, sem mudar os contrdles do aparelho.

{*) Doagio conjuma do Conselho Nacional de Pesquisa ¢ Fundacfio Rockfeller.
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b) Preparacdes purificadas.

Preparagdes do VMCM, altamente purificadas e infetivas, foram
obtidas a partir de amendoim bravo (Euphorbia prunifolia Jacq.) infe-
tado (24). Tais preparacdes foram examinadas no microscépio electro-
nico apds serem contrastadas negativamente com acido fosfotingstico

a 1% (16).

) Serologia.

Antissoros contra o VMCM e o VXB foram obtidos injetando-se,
em coelhos, preparacfes clarificadas pelo método do éter-tetracloreto de
carbono, seguidas de um ciclo de ultracentrifugacio (25), de plantas de
mandioca. infetadas com VMCM, ¢ de fumo, com VXB. Injegdes in-
travenosas foram aplicadas cm doses médias de 2 ml, didriamente, du-
rante uma semana. Cérca de dois meses apds a tltima aplicagdo foi
feito um «hoosters via intramuscular, tendo sido a preparagio de virus
injetada com adjuvante Freund incompleto (25). O antissoro foi entdo
obtido, extraindo-se o sangue do coelho imunizado e separando-se 0
elementos figurados por centrifugagio a baixa rotagio. O soro normal,
para contrdle, foi obtido de coelhos nio imunizados. As reagdes foram
verificadas em testes de precipitina em tubo, em banho-maria a 37eC.,

3 — RESULTADOS

Particulas alongadas e flexiveis, com cérea de 15 mp de didmetro
{figura 1-A), foram observadas em todas as preparacbes feitas pelo
método de «dipping». provenientes de plantas infetadas com VMCM,

mas nfo nas de plantas nfo inoculadas (contrdle) . Particulas seme-
Thantes foram observadas em preparacdes purificadas e infetivas.

Os CN destas particulas, determinados em diferentes preparagses,
apresentaram valores aproximadamente iguais (quadro 1), sendo a mé-
dia das doze determinacdes, 498 my. O histograma de distribuicdo dos
comprimentos das particulas acha-se representado na figura 2. Em
preparacdes purificadas, as particulas ocorriam em grande quantidade.
Entretanto. o comprimento dessas particulas foi bastante variado. in-
dicando ter havido agregacBes ¢ rupturas. Em preparagbes contras-
tadas negativamente com Acido fosfotingstico. as particulas apresen-
taram se como filamentos macigos, sem evidenciar detalhes ultraestru-
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Quanro 1. — Resultado das determinagées do comprimento normal (") das par-
teulas do virus do mosaico comum da matulioca em scte hospedeiras diferentes
i Nimero de Comprimento
Planta hospedeira particulas normal
medidas | em my,
. —_
Mandiova (Manihot utilissima FPohly ... ... 77 499
Idem 221 498
Wem oo 211 502
Amentuing bravo (Fuphorbia prumifolic Tacq) i78 496
Diem oo 120 494
ldem ..o o e 255 499
Chenopodinm amuranticofor Coste & Reyn, .. 122 409
Tdem ..o ..o 258 | 492
Chenopodivm guinoe L. ... . . . 230 502
Maria pretinha (Sofanem nigrume 1. ..., .. - 314 191
Carura gigante (. Ameranthus sPY 260 495
Perpétun (Gomiphrena globesa .Y ..., . .. 249 505
Toal oo 2,522 | 198(%)

e i

mal determinado considerando-se as particulas com-
rreendidas entre as classes 123 g 575 my, inclusive.

") Comprimenta ne

) Comprimento normal calculade a partir da curva de distribuicio de
1Adas as particulas mredidas

turais, i semelhanca do que foi observado pelos autores com o VXB
{figura 3.

Quando as particutas do VMM foram medidas em condighes com-
parativas com as dp VX B, vbservou-se nas treze comparagoes efetua-
das que o CN do VMCAT foi consistentemente menor que o do VXB
em cérea de 17 my, (quadro 2}, tendo sido o CN médio dessas determi-
nacGes 494 ¢ 311 my., respectivamente para o VMCM e VXB. Sobre-
rondo-se as curvas de distribuicio dos comprimentos das particulas,
obfidas nessas medicaes comparativas, pode-se notar que o pico prin-
cipal da curva de distribuicio do VMCM esti quase uma classe abaixo
do VXP (Figura 4). Tor outro fado, nessas medigdes comparativas
notou-se que houve, realmente, pequenas flutuacdes na magnificacio
dada peln microscdpio clectronicn : entretanto. a diferenca nos CN de-
terminados para o VMCM ¢ VXR em cada comparacio cfetuada. man-
feve-se mais ou menos constante,

Os resultados dos testes serologicos cruzados entre VMCM e VXB
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Freura 2. — Histograma da distribuicio dos comprimentos das particulas do virus

do mosaico comum da mandioca.
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Quapro 2. — Resultado das medigbes comparativas entre as particulas do
VMCM e do VXB

VMCM VXB

Planta hospedeira CN Planta hospedeira CN

iy, Zm

I. Mandioca ........cociiiuien.. 498 Fumo (Nicotiona tabacumg . 519
2.Tdem ..o e 489 Idem .............0iioannn 504
JoTdem . 502 Idem ............ ... 517
4. Tdem ... it 502 Idem ... 516
5. Idem ... oo 494 Idem ... 512
6. Idem ........ ... .. ... ..., 494 Tdem ... 509
7. Idem ... L 487 Idem .............. ... 501
8. Chenopodium amaranticolor ... 505 Idem ... 521
9, Perpétua .........c.iiiiia.. 491 Idem ............ ...l 506
10. Amendoim bravo ............. 491 Idem ...... ...l 506
V. Chenopodium quinoa .......... 476 Idem ........... ... ... ... 489
12. Malva (Malva pervifiora L.) . 500 Malva ...l 519
13. . Chenopodivm amaranticolor .... 497 C. amoranticolor ........... 515
Média ...l 4943 Média ...l 511

foram negativos, embora os titulos dos antissoros tivessem sido relati-
vamente altos (quadro 3). DPor outro lado, ésses testes revelaram a
existéncia de uma substincia antigénica nas plantas de mandioca, mes-
mo sadias, que ndo ¢ completamente eliminada durante a clarificagio.
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Quabrs 3. — Titule dos antissoros contra VMCM ¢ VXB nas reaghes sero-
Iogicas cruzadas
_ e
! Material usado Titulo do antissdro na
i Coelho reagio com
Antissdro para absorgao
e ) VMCM | MS | VXB | FS
VMCM 60 | - et 4096 K 0 0
MS 4096 0 ] 0
VXB 4096 0] 1 0
VMCM 0 (} 0 0
L S 512 16 0 0
MS 312 o 0 U
VXB 512 0 0 ]
VMCM U 0 ] 0
PVX 24 | .- ] 0 4096 0
MS U U L0 i)
VXB 0 0 0 U
- T VMCM 0 0 4096 ]
K 0 0 1024 0
MS 0 0 1024 ]
VXB ] 0 0 0
VMCM 0 0 1024 0
) M5 — suco de mandioca sadia clarificado; F$ — sueo de fnmo sa-

dio clarificado.

4 — DISCUSSAQO

A constante presen¢a de particulas atongadas, de 13 mpu de dia-
metro e cérea de 500 my de CN, em plantas pertencentes a espécies de
varias familias, quando infetadas com o VMCM, e o fato de serem essas
particulas as anicas presentes em preparacdes altamente purificadas e
infetivas, indicam representarem elas o VMCM.

Embora as particulas do VMCM se assemelhem morfoldgicamente
as do VXB, medi¢des em condigdes comparativas demonstraram que
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clas sdo mais curtas (ue as do VXB em cérea de 17 mp. O CN das
particulas do VXD obtido em tais condigoes concorda com os valores
mencionados na literatura (7, 17), v que permite estabelecer como
300 mp o CN das particalas do VMCM.

Quando contrastadas negativamente, as particulas do VMCM apre-
sentaram-se como iilamentos macigos, 4 semelhanga do VADB, sem evi-
denciar a existencia de subestruturas, tals como canal ou estrutura
helicoidal.  Lintretanto, isto nio umplica na inexisténcia de gualquer
organizagdo interna nas particulas, pois estudos de difragio de raio-X
de particulas do VXB sugerem uma disposigio helicoidal de suas sub-
unidades, 4 semelhanga das particulas do virus do mosaico do fumo (3).

A variagao nos valores dos CN obudos nas medigoes comparativas
lui da ordem de 5% entre os extremos; entretanto, as diferengas entre
os UN do VMCM e do VAD, de cérea de 17 my, mantiveram-se mais
ou meilos constantes, Assim, medigdes comparativas tém a virtude de
permitir ¢ confronto de virus de CN muito proximos, independente-
mente das ilutuagdes que normaimente ocorrem na magnificagdo dada
pelo microscopio electronico.

O VMCM pode ser incluido entre os virus relacionados ao VXDB, que
compreendem os virus pertencentes aos grupos 4 a 0 da classificagido dos
virus alongados proposta por Brandes e Wetter (15). De acordo com
a forma e CN, os seguintes virus pertencem a este circulo de relagbes:
VXB, 512 my (7, 17); virus da mancha anular da horténcia (Hydrangea
hortensis Seybold), 493 mpu (5); virus do mosaico do trévo branco
(Trifolium sp.), 478 myu (5, 14}, virus X do cactus (Opuntia sp.),
519 my (2, 13); virus do mosaico do Cymbidium, 490 my (20); virus
do mosaico amarelo do trévo (Trifolium repens 1..), 330 my (1, 6); ¢
virus do aucuba da batata 580 myu (22).

Relagbes serologicas foram ja estabelecidas entre os seguintes vi-
rus: mosaico do trévo branco, mancha anular da horténcia, X da bata-
tinha, X do cactus, mosaico amarelo do trévo, e aucuba da batata
(4, 5, 6, 11, 12, 13).

Embora houvesse uma ligeira diferenga no CN entre VMCM e
VXB, em vista dos exemplos acima mencionados, a hipdtese de gue
éles se relacionassem foi testada serologicamente. Os resultados dos
testes serologicos cruzados efetuados foram negativos, uma vez que nio
foi possivel demonstrar nenhuma reagio positiva com os antissoros uti-

lizados (titulo de 1/4096).
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Este resultado somente ndo exclui a possibifidade de que o VMCM
esteja relacionado com VXD ou com os demais virus relacionados ao
VXB. A verificagio de tal fato nio foi possivel em vista désses virus
nio terem sido constatados entre nds, ¢ também porque ndo foi possivel
cfetuar-se um intercimbio de antissoros.

A serologia também permitiu constatar a existéncia de uma subs-
tancia antigénica em extratos de mandioca, que reage até uma diluigio
de 1/32, normalmente preseute em extratos de mandioca. Mesmo em
suco de folhas de «seedhingsy, sua presenga foi constatada, o gue prati-
camente exclui a possibilidade dessa substincia representar um outro
virus.

Embora estudos mais detalhados sejam necessarios entre o VMCM
e 0s demais virus do grupo do VXEB, os dados até agora obtidos com
relagio ao VXD, isto ¢, a pequena mas perceptivel dilerenga morfoldgica.
o fato de que ndo foi possivel demonstrar uma relagio serolégica, ao
lado das grandes diferengas uo comportamento com relagdo as molés-
tias por cles causadas, levam a indicar que ¢stes virus nido sio proxima-
mente relacionados. O VMCM poderia entio ser considerado como
uma entidade distinta dentro do grupo taxonémico dos virus de planta
alongados (15), representado pelo VXB.

MORPHOLOGY OF CASSAVA COMMON MQSAIC VIRUS
SUMMARY

Elongated, flexible particles, measuring 15 my, in diameter, and having a nor-
mal length {NL) of about 500 my, were found in preparations made by dipping me-
thod from different host plants infected with cassava common mosaic virns
(CCMYV), whereas none were seen in non inoculated control plants. Particles
with similar morphology were the only components of highly purified and
mfective preparations, These particles when negatively stained, showed no inter-
nal details.

Comparative measurements between CCMV and potato virus X (PVX)
indicated consistently that the NL of CCMV is about 17 my, shorter than that
of PVX,

In serological cross reaction tests with antisera to CCMV and PVX of
relativeiy high titre (1/4096) no common antigenic groups between both viruses
could be demonstrated.

Because of the morphology of the particles, CCMV can be ranged among the
PVX relatives of group 4-6 of the classification scheme for clongated plant
viruses, as proposed by Brandes and Wetter. The particles of these viruses have
been described as flexible threads ranging in normal length from 480 to 580 my;.
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The slight but detectable difference in morphology, the fact that no common

antigenic group conld be demonstrated, and the differences in the diseases induced
by CCMV and PVX suggest that these viruses are not nearly related. CCMV
should be regarded therefore as a distinct entity within the taxenomic group of
elongated plant viruses represented hy PVX,
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