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SINOPSE

Particulas esferoidais de 50-60 m, de didmetro foram encontradas em
preparacbes rapidas e em seccdes ultra-finas de félhas de mandioca infeta-
das pelo virus do mosaico das nervuras (VMNM), examinadas ao microsco-
pio electronico. Tais particulas nfo foram observadas em preparac¢les de
plantas sadias ou de félhas sem sintomas de plantas infetadas, e séo conside-
radas como representando o VMNM.

Em seccdes ultra-finas de tecido foliar, as particulas do VMNM encon-
travam-se dispersas em certas areas do citoplasma, ricas em ribosomas mas
pobres em outras organelas citoplasmaticas, e onde esporadicamente apare-
ciam pequenos feixes de fibrilas densas (7-10 m;, X 100-300 m,). Massas
densas, de textura finamente granulada (0,3-3 , de diametro), foram encon-
tradas em alguns casos associadas as particulas. Provavelmente, tanto as
massas densas como as fibrilas estdo implicadas na sintese do VMNM.

1 — INTRODUGCAO

Plantas de mandioca (Manihot utilissima Pohl.) sdo encontra-
das ocasionalmente infetadas pelo virus do mosaico das nervuras
(VMNM) no Estado de Sdo Paulo (fig. 1). Estudos efetuados
revelaram que éste virus sOmente é perpetuado através do uso
de manivas infetadas, sendo de facil contrdle. Sua importancia
econdmica parece ser reduzida (4).

Particulas esferoidais foram encontradas associadas a essa
moléstia, tanto em preparactes rapidas como em seccbes ultra-
-finas de tecidos infetados, em exames ao microscépio electrdnico.
A morfologia destas particulas, fora ou no interior dos tecidos
invadidos, bem como aspectos das células foliares afetadas, é des-
crita no presente artigo.

(1) Trabalho patrcialmente auxiliado pelo CNPq (TC 4026) e pela FAPESP
(C. Agron, 64/454). Recebido para publicacdo em 2 de maio de 1966.
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2 — MATERIAL E METODOS

a) Plantas utilizadas — Foram utilizadas plantas de man-
dioca, das variedades 850 e 853 (2), encontradas no campo, natural-
mente infetadas pelo VMNM, e Guaxupé, para as quais a molés-
tia fol transmitida por enxertia. Plantas desta variedade, nio
inoculadas, foram utilizadas como controéles sadios.

b)  “Dipping”-contrastacio megativa — Preparagdes rapidas
para microscopia electronica foram feitas a partir das plantas
acima mencionadas, combinando-se os métodos de “dipping e con-
trastacio negativa (8).

¢)  Secgides ultra-finas — Pedacos de f6lhas (1 mm X 3 mm)
de plantas sadias ou infetadas pelo VMNM (de areas com man-
chas cloréticas, com mosaico nas nervuras ou sem sintomas), fo-
ram fixados em tetréoxido de 6smio a 2% em tampdo fosfato, du-
rante 12-18 horas, a 0-4°C (13), desidratadas em acetona e inclui-
das em Epon 812 (10).

Os blocos foram seccionados em um ultramicrétomo Porter-
-Blum, mod. MT-1, utilizando-se navalhas de vidro. Seccbes mais
espéssas (2-5 p) foram montadas para microscopia O6ptica, e co-
radas com uma mistura de Azur II e Azul de metileno (16) para
servirem de controdle. Seccoes ultra-finas (500-1000A) foram co-
radas com citrato de chumbo (14) e examinadas em um micros-
copio electronico ELMISKOP I, da Siemens (8).

3 — RESULTADOS

Particulas de contdérno circular, de 50-60 mu de didmetro,
foram encontradas em concentracdo relativamente baixa, em pre-
paractes rapidas para microscopia electronica, feitas a partir de
folhas de plantas infetadas pelo VMNM (figura 2), mas nio nas
de plantas sadias. Algumas das particulas exibiam indicios de
serem constituidas de subunidades menores. Porém, detalhes como
numero e disposi¢ido destas, ficaram obscurecidos pelas impurezas
normalmente presentes em tais preparacoes, j4 que se tratava de
material nédo purificado.

Exame de seccbes ultra-finas de tecido foliar de plantas infe-
tadas pelo VMNM demonstraram a presenca de particulas de
45-50 my de didmetro no citoplasma de numerosas células (figu-
ras 3-6), ausentes nas células de plantas sadias. A ocorréncia
destas particulas, por outro lado, estava associada a4 manifestacio
de sintomas nas félhas de plantas infetadas, pois em amostras de

2

(?) Numero de registro da Secdc de Raizes e Tubérculos, 1. A.
(*) Doacdo conjunta da Fundacdo Rockefeller e do CNPq. .
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areas sem sintomas ndo se pdde constatar a sua presenca. Os
exames mostraram que as particulas podiam ser encontradas em
células de todos os tipos de tecidos da f6lha (epiderme, parénqui-
ma palicadico, lacunoso e do sistema vascular), exceto nos vasos
lenhosos e crivados. i

Em secgoes, as particulas apresentavam um perfil circular ou
hexagonal, com uma zona central menos densa, de 100-200A de
diametro, circundado por uma zona bem densa, de 100-150A de
espessura, e mais externamente por uma zona de densidade inter-
mediaria, de cérca de 100A de espessura (figuras 3 e 4). Parti-
culas uniformemente densas também foram observadas, porém
com menor freqiiéncia.

As particulas acima descritas foram encontradas em grande
nimero em extensas areas do citoplasma, que se diferenciavam
do resto pela riqueza em ribosomas e pela pobreza ou mesmo au-
séncia de outras organelas citoplasmaticas (dictiosoma, reticulo
endoplasmatico, mitocondria). KEstas, em geral, apareciam mar-
geando tais zonas como se tivessem sido deslocadas (figuras 3-6).
Por outro lado, ndo se observou arranjos organizados, bi ou tri-
dimensionais, das particulas, aparecendo estas uniformemente dis-
tribuidas no citoplasma ou formando pequenos agregados.

Ocasionalmente, algumas massas densas, de textura finamente
granulada, de contdrno aproximadamente circular ¢ de dimensées
variadas (0,2 a 3 p de didmetro), apareciam nas zonas do cito-
plasma que continham as particulas. Estas apareciam associadas
as referidas massas, em geral em sua superficie, causando a im-
pressio de que delas “brotavam” (figura 5). Também, feixes de
3 a 20 fibrilas densas, de 6-10 mp de didmetro e 100-300 my de
comprimento, puderam ser observados esporadicamente em meio
aos ribosomas e particulas esferoidais (figuras 3 e 4).

Nio se observaram em geral alteracoes profundas nas células,
contendo ou nao particulas, de félhas com sintomas fortes da mo-
léstia, em relacdo aquelas de Areas sem sintomas ou de plantas
sadias, exceto a presenca de particulas esferoidais em meio ao
citoplasma diferenciado. Mesmo assim, foram observados alguns
possiveis efeitos da infeccfo, como um certo aclimulo de grios de
amido nos plastidios, acompanhados de uma reduc¢io no numero
de lamelas; ocasional intumescéncia da parede celular e eventual
aparecimento de células em vias de necrose, geralmente deforma-
das, e com seu contelido bastante adensado. Células necrosadas
ocorriam muito raramente,

Em algumas células, as areas do citoplasma que continham
as particulas ficavam mais rarefeitas, quando entio se tornavam
mais facilmente visiveis (figura 6).

Em secgoes montadas para microscopia 6ptica, ndo se cons-
tataram diferencas que permitissem distinguir marcadamente as
células infetadas pelo VMNM, das sadias.
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4 — DISCUSSAO

As particulas esferoidais encontradas nas preparacoes de
“dipping”-contrastacdo negativa de plantas infetadas pelo VMNM
e nas células de tecidos foliares das mesmas plantas, devem ser
idénticas. A semelhanca morfolégica e a estreita associacio en-
tre a ocorréncia destas particulas nas preparacdes rapidas e em
seccOes de tecidos infetados podem ser adotadas como argumentos
favoraveis a identidade delas.

A ligeira discrepancia no didmetro das particulas observadas
in vitro e in situ (50-60 mu e 45-50 mpu, respectivamente) pode
ser atribuida a uma deformaciic durante a secagem das parti-
culas, nas preparacdes contrastadas negativamente, ou a sua ligeira
contracio, durante o processo de fixagfo. Situacio analoga ja foi
observada para diversos virus, quando examinados em suspensio
e em seccbes (6, 10, 15).

Uma prova conclusiva de que estas particulas representam o
VMNM somente poderd ser obtida através de uma cuidadosa ana-
lise dos resultados de ensaios associando purificacio e infetivida-
de. N3&o obstante, as seguintes evidéncias obtidas pela microscopia
electronica sio bastante sugestivas de que estas particulas sejam
as do VMNM, como doravante serio chamadas:

a) A ocorréncia destas particulas somente em plantas infe-
tadas com o VMNM, e sua auséncia em tecidos de plantas sadias.
Em tecidos de mandioca infetados por um outro virus, o do mo-
saico comum, de forma alongada, ndo se constatou particulas simi-
lares (9), o que reduz a possibilidade de estas representarem pro-
duto de uma reaciio inespecifica da planta & infeccéo.

b) A associacio bastante estreita entre a ocorréncia das par-
ticulas, em seccbes, e areas das félhas ostentando sintomas tipicos
da moléstia.

¢) A analogia na morfologia destas particulas com a de al-
guns outros virus ja descritos na literatura, como o do “wound
tumor” do trévo (Melilotus sp.) (3, 17); do nanismo do arroz
(Oryza sativa 1.) (6); REO (respiratory and enteric orphan),
um virus animal (5, 15, 18); e o da faixa amarela das nervuras
da couve (Brassica oleracea L. var. capitata) (10).

Determinacéio acurada da ultraestrutura das particulas do
VMNM nio pbdde ser feita, devido as impurezas presentes nas
preparacées rapidas utilizadas, que obscureciam detalhes da ar-
quitetura destas particulas (8). Em algumas micrografias favo-
raveis, porém, o numero de subunidades visiveis sugere que o
capsideo das particulas do VMNM seja constituido de 92 capso-
meros dispostos na superficie de um icosaedro regular. Se con-
firmado, o VMNM podera representar mais um integrante do
grupo morfolégico do virus REO (1, 7, 12).



Particulas esferoidais associadas a virus ESTAMPA 1

1 — Félha de mandioca, ostentando sintomas tipicos da infeccdo pelo virus do
mosaico das nervuras. 2 — Particulas esferoidais, encontradas em preparacdoes
“dipping”-contrastacdo negativa, de félhas de mandioca infetadas com o VMNM.
3 — Micrografia electréonica de uma célula do parénquima lacunoso, invadida
pelo VMNM. Notem-se duas grandes Areas do citoplasma, onde as particulas
déste virus (vp) e fibrilas (f) ocorrem, estando as organelas citoplasméticas des-
locadas para a periferia. Parte da parede celular (pc) acha-se intumescida
(setas). d — dictiosoma; ¢ — cloroplasto; n — nucleo; en — envélucro nu-
clear; md — massa densa contida no vacuolo; m — mitocondria; vac — vacuolo.



Particulas esferoidais associadas a virus

ESTAMPA 2

4 — Detalhe de uma zona do citoplasma, onde ocorrem as particulas do viruos do
mosaico das nervuras da mandioca (vp), mostrando a existéncia de fibrilas den-
sas (f). Note-se que muitas particulas do virus tém a porcdo central menos
densa. ¢ — cloroplasto. 5 — Uma parte do citoplasma de uma célula do pa-
rénquima do floema, ostentando uma inclusdo densa e finamente granulada (dm),
associada as particulas do VMNM (vp). m — mitocondria; pc — parede celular.
6 — Porcdo basal de uma célula do parénquima palicadico. As particulas do
VMNM — (vp) se acham em um substrato mais ralo. ¢ — cloroplasto; vac —
vacuolo; m — mitocondria.
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As particulas, que em secgbes apresentavam uma zona central
menos densa, foram constatadas também com o virus da faixa
amarela das nervuras da couve (10), quando foram aventadas as
seguintes hipdteses para explicar éste aspecto: a) que estas par-
ticulas representassem formas incompletas desprovidas de acido
nucléico equivalente as formas “Ocas” de certos virus (18, 19);
b) que elas seriam produtos intermedidrios da sintese do virus;
¢) que decorressem de artefatos de técnica. Bernhard (2) julga
a Ultima hipdtese mais vidvel, em vista da utilizacio de acetona
como agente desidratante, que poderia ter provocado a extracio
de material nucléico das particulas.

O fato das particulas do VMNM terem sido encontradas ex-
clusivamente no citoplasma concorda com as observacoes feitas
com outros virus morfologicamente similares in situ. Sua ocor-
réncia, porém, como particulas discretas, espalhadas em certas
areas do citoplasma, ao contririo dos outros, que tendem a for-
mar agregados cristalinos ou nfo e associarem-se a inclusdes den-
sas (5, 6, 10, 15, 17), parece constituir um padrio diferente.
Esta caracteristica nfo é exclusiva do VMNM, pois particulas do
virus do nanismo do arroz foram também ocasionalmente encon-
tradas dispersas no citoplasma, embora quase sempre formem in-
clusées cristalinas (6), e, por outro lado, particulas do VMNM fo-
ram encontradas em alguns casos formando agregados irregulares
ou associadas a inclusbes densas.

A presenca de feixes orientados de filamentos de 50-80A de
didmetro parece ser um fato comum em células de mamiferos
mantidas em cultura. Por outro lado, além déstes, em células L
infetadas pelo virus REQ, foram encontrados filamentos simila-
res, intimamente relacionados as particulas do virus em desenvol-
vimento (5). HExames de diferentes tecidos de mais de 80 espécies
diferentes de plantas, pertencentes a cérca de 10 familias distintas,
feitos em nossos laboratorios, parecem indicar que tais filamen-
tos estdo ausentes no citoplasma de células sadias. Apenas no
presente caso, esporadicamente, feixes déstes filamentos foram

encontrados espalhados no citoplasma, em meio as particulas do
VMNM.

Parece razoavel acecitar que os filamentos e as inclusdes
densas estejam primariamente implicados na sintese das particulas
do VMNM. Estas, a medida que fossem sendo sintetizadas,
acumular-se-iam nas Aareas adjacentes, deslocando as organelas
maiores, produzindo entio as areas diferenciadas no citoplasma,
onde em geral éste virus ocorre em grande quantidade.

Embora, do ponto de vista anatdmico, algumas diferencas
realmente existam entre tecidos foliares de plantas afetadas pelo
VMNM e sadias, como presenca de células necrosadas e certa de-
sorganizacdo nos tecidos, em concordancia com estudos j& realiza-
dos (4), estas Unicamente nio serviriam como elemento bésico de
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diagnose desta moléstia, pois outras causas poderiam produzir
efeitos similares. Também ao nivel celular ndo se observou dife-
rencas que permitissem o uso do microscépio 6ptico como meio
adicional para caracterizacio das moléstias induzidas pelo VMNM.

SPHEROIDAL PARTICLES ASSOCIATED WITH THE CASSAVA
VEIN MOSAIC VIRUS

SUMMARY

Spheroidal particles, 50-60 my, in diameter, were found in quick prepa-
rations and in ultra-thin sections for electron microscopy, from leaves of
cassava plants infected with the vein mosaic (CVMV). They were not found
in preparations made from healthy plants, nor in symptomless leaves of in-
fected plants, and are considered as representing the virus.

In ultra-thin sections of leaf tissues, CVMV particles were found dis-
persed in certain areas of the cytoplasm, rich in ribosomes, but poor in
other cytoplasmic organelles, where sporadical small bundles of dense fibrils
(7-10 my, X 100-300 my) occur. Dense and fine granular masses (0.3-3 p
in diameter) were seen in a few instances, associated with the particles.
It seems likely that both fibrils and the dense masses are primarily involved
in the CVMV synthesis.
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