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SINOPSE ; N

Particulas alongadas de 15 mjpt de didmetro e 650 mp de compri-
mento normal foram consistentemente detectadas em exames electrono-
-microscépicos de preparacbes “leaf dip” de 6 espécies diferentes de
plantas infetadas pelo virus latente da couve (Brassica oleracea L. var.
acephala) (VLC). Tais particulas sfo consideradas como sendo de um
virus que poderia ser incluido no grupo do virus S da batata, na clas-
sificacdo dos virus alongados de Brandes.

Exames de sec¢bes ultrafinas de tecidos foliar e radicular de couve
infetada pelo VLC, demonstraram a ocorréncia do VLC, formando agre-
gados mais ou menos organizados no citoplasma. N&o se notou altera-
¢Oes citoldgicas sensiveis como conseqliéncia da infeccdo, o que estd de
acordo com a auséncia de sintomas externos em couve infetada pelo VLC.
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1 — INTRODUGCAO

Durante investigacdes sobre a suscetibilidade de variedades
de couve (Brassica oleracea L. var. acephala) ao virus do mo-
saico do nabo (= virus da mancha anular preta do repolho),
verificou-se que todas as variedades em estudo estavam infeta-
das por um virus latente. Este virus, denominado de latente da
couve (VLC), é transmissivel mecanicamente e por afideos a
varias plantas testes (Costa, dados nio publicados).
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Este trabalho relata os resultados das investigacbes realiza-
das a fim de estabelecer a morfologia do VLC. Alguns aspectos
intracelulares do VLC acham-se também descritos.

2 — MATERIAL E METODOS

Virus e hospedeiras — Utilizou-se um isolado do VLC, man-
tido na colecdo da Secao de Virologia, do Instituto Agrondmico.
O material para estudo foi obtido de plantas, mecanicamente
inoculadas pelo VLC, das hospedeiras: couve- s (3); Chenopo-
dium amaranticolor Coste & Reyn.- 11; mostarda (Brassica alba
Boiss. Rabenh.)- s; rabanete (Raphanus sativus L.)-s; perpétua
(Gomphrena globosa 1.)- 11; feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)- 11

Métodos pare microscopia electréonica — A morfologia do
VLC foi investigada em preparacOes rapidas para microscopia
electronica, obtidas a partir de fragmentos de folhas de plantas
infetadas, utilizando-se o método de “leaf dip” de Brandes (3)
cu combinando-o com a técnica de contrastacao negativa (8).
As particulas encontradas foram fotografadas, sendo elas medi-
das a uma magnificacao final de 50.000x. Os comprimentos de-
terminados foram distribuidos em classes de 25 mu de intervalo.
Preparacbes similares foram feitas de plantas de rabanete, mos-
tarda, perpétua e couve chinesa (Brassica chinensis L.) infetadas
pelo virus do mosaico do nabo (VMN), cujas particulas tém com-
primento normal ja estabelecido, sendo seu valor 750 mp (1).
Particulas do VMN foram fotografadas e medidas em condicbes
comparativas com as do VLC para servirem de calibrador. Como
controle, preparacoes feitas de plantas sadias, ndo inoculadas, fo-
ram também examinadas.

Para histologia electrono-microscoépica, pequenos fragmentos
foliares, ou ponta de raiz, de couve sadia ou infetada pelo VLC,
foram fixados em uma solucdo de OsO. a 1% em tampio de
fosfato de so6dio 0,2M, pH 7, durante 12-18 horas a 4°C (14),
Apé6s a desidratagho em acetona, os tecidos foram incluidos em
Epon (12). Os blocos foram seccionados em ultramicrotomo
Porter-Blum, tendo sido as seccdes contrastadas com sais de
chumbo e uranila (16, 19) antes de serem examinadas em micros-
copio electronico Elmiskop I, da Siemens.

3 . = coea
() s- invasfo sistémica; 11- lesBes locais.
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3 — RESULTADOS

Morfologia do virus — Em preparacOes rapidas (“leaf dip”
convencional ou combinada com contrastacao negativa), feitas
de plantas de 6 espécies diferentes, infetadas pelo VLC, uma
guantidade apreciavel de particulas alongadas, algo rigidas, de
15 mp de didmetro, foram observadas ao microscopio electronico
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Figura 1. — Curvas de distribuicdo dos comprimentos das particulas dos virus

latente da couve (VLC) e do mosaico do nabo (VMN), presentes em prepa-
ragGes “leaf dip”, medidos em condi¢Ses comparativas.
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(estampa 1 A e B). O histograma da distribuicdo dos compri-
menfos dessas particulas mostrou a existéncia de uma classe
modal a 650 mu, que com as classes adjacentes formava um pico
proeminente neste histograma (figura 1).

SJUADRO 1. — Resultados das medi¢des comparativas entre o virus latente
da couve e o virus do mosaico do nabo, em preparacdes feitas pelo
método de “leaf dip”

Numero Comprimento
do Planta hospedeira virus () normal
experimento (mp)
) S Chenopodium amaranticolor ............ VLC 655
Rabanete (Raphanus sativus) .......... VMN 755
2 ... Chenopodium amaranticoloer ............ VLC 677
Mostarda (Brassica alba) ............... VMN 770
3 e Chenopodium amarantieolor ............ VLC 657
Couve chinesa (Brassica chinensis) .... VMN 760
4 ... Mostarda (Brassica alba) ............... VLC 657
” Y e VMN 747
[ J Rabanete (Raphanus sativus) .......... VLC * 660
” T e VMN 747
6 ...l Gomphrena globosa .................... VLC 658
” e VMN 753
L S Feijoeiro (Phaseolus vulgaris) ......... VLC 650
Couve (Brassica oleracea var. acephala) VLC 648
(1) VLC = virus latente da couve; VMN = virus do mosaico do nabo.

O comprimento normal (CN) destas particulas determinado
com base no histograma (4) foi de 654 my, tendo sido medidas
1290 particulas. A fim de ter maior seguranca nas medicoes,
varias micrografias electrénicas do VLC e do VMN foram tira-
das em condicdes comparativas. Os resultados podem ser apre-
ciados na figura 1 e no quadro 1. O CN do VMN foi de 755 my,
considerando-se o total de 6 medicbes, e do VLC, 656 myu, obtido
nas mesmas condi¢cées. Notou-se um paralelismo na variacdo
dos CN determinados, i.e., sempre gue o valor do CN do VMN
era maior ou menor que a média o CN do VLC flutuou no mes-
mo sentido, em relacao a média (quadro 1).
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Nas preparacOes contrastadas negativamente, as particulas do
VLC apareciam como particulas alongadas e macicas, sem revelar
detalhes internos (estampa 1 B).

Em preparacOes similares, obtidas de plantas nao inocu-
ladas (contréles), ndo se constatcu em nenhum caso a presenca
de particulas similares as acima citadas.

Exame de seccoes ultrafinas — SeccgOes ultrafinas, tanto do
tecido foliar como do radicular de couve infetada pelo VLC,
quando examinadas ao mmicroscopio electrénico nao revelaram
nenhuma alteracao marcante, em relacao aos tecidos de plantas
nao inoculadas. Todavia, verificou-se constante ocorréncia de
agregados de particulas alongadas, no citoplasma das células de
plantas infetadas (estampas 2-5). As particulas componentes de
tais agregados eram aparentemente rigidas, com 10-15 mu de dia-
metro e comprimento variavel, conforme o plano de seccao, e sdo
consideradas como representando o VLC in situ. Sua localizacao
no citoplasma era variavel, ndo se achando especificamente
associada a determinados organulos celulares, embora com certa
freqliéncia as particulas se achassem nas proximidades de cloro-
plastos (estampas 2 B, 5 A-B). Todavia, esta situacao parece
refletir os resultados dos movimentos citoplasmaticos, que fariam
as particulas tenderem a se acumular nas proximidades de obsta-
culos que se antepusessem ao fluxo citoplasmatico. A forma e
as dimensdes dos agregados de particulas do VLC eram variaveis
e naturalmente dependeriam do plano pelo qual éles foram seccio-
nados. A disposicio das particulas dentro do agregado normal-
mente era a de estar com seus eixos maiores paralelos. Quando
a sec¢ao era paralela a éste eixo maior, notava-se freqientemente
que as particulas apresentavam suas extremidades num mesmo
plano, podendo dois ou mais de tais conjuntos aparecerem sobre-
postos, mas separados ligeiramente uns dos outros, formando
cenfiguragbes que lembram a disposicao das miofibrilas num
musculo estriado (estampas 2 4, 4 C e 5 B.), O comprimento
dessas particulas era aproximadamente igual ao do CN das par-
ticulas alongadas encontradas em preparacbes “leaf dip”. As
vézes, as particulas componentes das inclusées apresentavam-se
bastante longas, provavelmente devido a uma agregacio terminal
de particulas menores. Em certas inclusoes, as particulas for-
mavam um arranjo em espiral de tal modo que uma particula,
embora paralela a outra, tinha seu eixo ligeiramente inclinado, em
relacido & particula vizinha. Os exemplos ilustrados na estampa 3
mostram tal arranjo em espiral. As particulas na regido central
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da inclusao acham-se perpendiculares ao plano de seccio, e, a

medida que se vai & periferia, o eixo0 maior das particulas vai
tendendo a se tornar paralelo ao plano de seccao.

No tecido radicular, agregados similares aos constatados nas
f6lhas foram também encontrados. Mas ocasionalmente obser-
vou-se grupos de particulas de didmetro pouco maior que as
anteriormente descritas, cujo valor oscilava entre 15-20 my, as
quais guando seccionadas transversalmente podiam exibir arran-
jo perfeitamente cristalino. Em seccbes longitudinais dessas par-
ticulas, mostrou-se que seu comprimento era também proximo
a0 do CN das particulas presentes nas preparacoes “leaf dip”
(estampa 4).

Nas folhas, os agregados de VLC foram maijs comumente
encentrados no parénguima lacunoso e palisadico e menos fre-
gientes na epiderme e no parénquima vascular. Particulas nao
foram vistas no interior dos vasos crivados ou lenhosos maduros,
muito embora formas imaturas déstes vasos pudessem ocasional-
mente conter agregados do virus (estampa 2 B).

Na ponta de raiz, grupos de particulas alongadas foram en-
contradas na epiderme, na coifa e na regiao cortical, mas niao na
zZona meristematica.

Em certas células foliares, pequenas areas ricas em vesiculas
e ribosomas, e as vézes contendo particulas do VLC individuais,
puderam ser notadas. Nas suas proximidades, invariavelmente,
ocorriam agregados de VLC (estampa 5 A4).

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

4 — DISCUSSAO

As particulas alongadas presentes em preparacoes “leaf dip”
€ aquelas observadas no interior dos tecidos foliares ou radicula-
res, formando comumente agregados paralelos ou em espiral,
devem ser idénticas. Em certas inclusdes intracelulares, parti-
cularmente, poéde-se notar que o comprimento das particulas que
as constituiam era literalmente igual ao do CN determinado para
as particulas das preparacoes ‘“leaf dip”. O diametro das par-
ticulas in sifu, geralmente, foi pouco inferior ao daquelas das
Preparacoes “leaf dip”, mas a diferenca pode ser perfeitamente
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atribuivel aos diferentes métodos de preparo, pois usualmente os
métodos de coloracao empregados em histologia electrono-micros-
copica evidenciam menos a capa protéica envoltoria do virus.

A natureza viral dessas particulas alongadas, notadas tanto
em preparacdes ‘“leaf dip” como no interior dos tecidos das
plantas afetadas pelo VLC, pode ser inferida pela sua constante
associacao com o material infetado (plantas pertencentes a 6 es-
pécies diferentes) e pela sua similaridade com outros virus ja
descritos. Ensaios preliminares de purificacio e infetividade
tém comprovado esta inferéncia (Oliveira, Kitajima e Costa,
dados naoc publicados). A morfologia das particulas permite
incluir o VLC no grupo S da batata, na classificachdo dos virus
alongados de Brandes (4). O proprio carater latente do VLC em
sua hospedeira natural, suas propriedades fisicas in vitro, sua
transmissibilidade por métodos mecanicos e por afideos vectores
(Costa, dados nao publicados) mostram que o VLC compartilha
também das caracteristicas gerais dos componentes do grupo do
virus S da batata. Todavia, os testes efetuados até o momento
nao permitiram estabelecer relacoes serolégicas entre o VLC e
outros virus do grupo S da batata (Oliveira, dados ndo publi-
cados).

A configuracao adquirida pelo VLC intracelularmente, em
especial a espiralada, é idéntica aquela relatada para o virus do
mosaico amarelo do trevo, membro do grupo X da batata (15).
Fm relacdo a outros componentes do grupo S da batata, o aspec-
to das celulas infetadas pelo VLC ¢é praticamente idéntico ao
daquelas invadidas pelo virus S da batata (Kitajima, dados néo
publicados), mas em relacdo aos virus latente da Passiflora e um
virus encontrado em lirio (Lilium longiflorum Thunb.) as des-
cricoes tém sido superficiais, ndo permitindo assim uma com-
paracao efetiva com o VLC (13, 17).

A ocorréncia de agregados de VLC na coifa e sua auséncia
na zona meristematica, em ponta de raiz, ¢ um fato similar ao
relatado para o virus de vira-cabeca (9). Tem-se sugerido que
a presenca de virus na coifa seria indicativo de sua ocorréncia
no meristema, ainda que na forma nio particulada (5). Todavia,
excluindo a possibilidade de uma infeccao na fase inicial da
emergéncia de uma raiz lateral, parece razoavel considerar que
o virus poderia infetar a coifa, mesmo sem infetar o meristema,
através de seu transporte pelas células corticais e da epiderme,
que circundam a zona meristematica.
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A natureza dos grupos de particulas ligeiramente mais grossas
que aquelas consideradas VLC, embora de comprimento similar,
nao se acha perfeitamente esclarecida. Talvez as mesmas expli-
cacgoes sugeridas para certas particulas grossas associadas a in-
feccdo pelo virus do mosaico comum do fumo, i.e., forma mais
hidratada, precursora da particula madura ou agregado de pro-
teina-X (11, 18), possam ser-lhes aplicaveis.

Tem-se sugerido que a presenca de determinados tipos de
inclusdo serviria para diagnosticar o grupo morfolégico a que
pertence um dado virus, como no caso das inclusdes lamelares
tipicamente associadas & infecgdo com o0s virus do grupo Y da
batata (6). Todavia, tal conceito nado deve necessariamente ser
generalizado, pois ha casos como o0 das inclusGes (agregados pa-
ralelos ou em espiral, das particulas) aqui descritas, gue podem
ser formadas por virus pertencentes a grupos morfologicos dis-
tintos (VLC, do grupo S da batata; virus do mosaico amarelo
do trevo, do grupo X da batata). Por outro lado, dentro de um
mesmo grupo, tém sido observados tipos diferentes de agregados
de virus, como o do virus X da batata (2, 7), o do virus do
mosaico amarelo do trevo (15) e 0 do virus do mosaico comum
da mandioca (10), todos pertencentes ao grupo X da batata.

Finalmente, nossas observacdes demonstraram a presenca de
agregados de virus em diversos tecidos de couve infetados pelo
VLC, mas nao se notou efeitos citopaticos nas células invadidas
pelo virus, 0 que sugere um equilibrio entre o metabolismo nor-
mal da célula e 0 mecanismo de sintese do virus.

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 mp wide and 650 myu in normal length (NL). The
NI was determined in a series of comparative measurements using turnip
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mosaic virus (NL = 750 mp) 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 fracheids 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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Virus latente da couve Estampa 1

A — Particulas do virus latente da couve (VLC) em preparagdes “leaf dip”, meta-
lizadas com cromo. B — Preparagio contrastada negativamente com #acido
fosfotungstico, com particulas do VLC (longas e delgadas) e do virus do
mosaico do fumo (curtas e grossas). Estas ultimas servem como calibrador
interno.




Virus latente da couve Estampa 2
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A — Vista parcial de uma cécula da coifa. Note-se que as particulas do VLC
(V) tém comprimento relativamente uniforme. O complexo de Golgi (G)
acha-se ativamente envolvido na secre¢iio de substancias mucilaginosas (setas).
B — Micrografia electréonica de secg ultra-fina de tecido foliar de couve,
infetado pelo VLC, mostrando parte da regifio vascular, ndo diferenciada.
Massas do virus (V) podem ser vistas em diversas células. P — cloroplastos;
M — mitoedéndrio; N — nucleo,



Virus latente da couve Estampa 3

A e B — Grupo de particulas do VLC, dispostas em formagfo espiralada. A seta
cm B indica na zona central da espiral um arranjo cristalino das particulas,
seccionadas transversalmente. M — mitocéndrio; P — cloroplasto.



Virus latente da couve Estampa 4

A — Micrografia electrénica, a baixa magnificagdo, de parte da célula epidérmica
e do cortex adjacente, em raiz de couve, infetada pelo VLC. Na epiderme
nota-se um grupo de particulas seccicnadas longitudinalmente (V), e no cortex,
outro, seccionadas transversalmente (V') e mostrando um arranjo cristalino.
O diametro destas uitimas € ligeiramente major que as particulas conside-

radas VLC. PC parede celular. M — mitocoéndrio; G — complexo de
Golgi. B — Detalhe do arranjo cristalino de A. C — Secgdo longitudinal
das particulas grossas (V'),



Virus latente da couve Estampa 5
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A — Zona vesiculada e rica em ribosoma, no citoplasma de uma célula foliar.
Um pequeno agregado do VLC (V) pode ser notado préoximo ao cloroplasto (P).
B — Particulas do VLC (V) formando uma inclusio em que elas aparecem
dispostas em varias camadas sobrepostas. Dentro de cada camada as particulas
tém comprimento bastante uniforme e aproximadamente igual ao seu compri-
mento normal. G — Complexo de Golgi.





