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SINOPSE

Particulas tubulares, ca. 25 my em didmetro externo e com um canal
axial de 4 my de largura, foram observadas em preparacdes rapidas ou
purificadas e no interior de tecidos de plantas infetadas pelo virus do
anel do pimentdo (VAP). Dois tipos de particulas, quanto ao compri-
mento normal. respectivamente 55 e 200 my, foram notadas em prepa-
racgoes in vitro, e com infetividade associada somente as particulas longas.

Particulas, de preparagdes purificadas, quando incubadas com ribo-
nuclease ou tripsina, ndo se alteravam, embora em algumas das exXpe-
riéncias a tripsinizacdo houvesse induzido uma agregagﬁo terminal das
particulas. Quando aquecidas a temperaturas superiores a 65-70°C/10’, ha,
paralelamente a reducdo da infetividade, uma decomposicdo dos virions,
que se transformam em material pulverulenio.

Em seccoes ultra-finas de tecidos infetados foram encontrados agre-
gados ordenados de particulas similares aquelas encontradas in vitre, no
citoplasma. Essas inclusdes constituiam-se somente de particulas longas
(ca. 200 my), e a auséncia de grupos de particulas curtas caracteristicas
sugere que estas representem fragmentos aproximadamente iguais a 1/4

das longas.

1 — INTRODUGCAO

Uma moléstia de virus afetando o pimentio foi recentemente
encontrada no municipio de Sao Carlos, S.P. O virus causador
foi denominado virus do anel do pimentio (VAP). Posterior-
mente outros isolados déste virus foram encontrados em dife-

(1) Parte da tese para doutoramento apresentada pelo autor principal.
Parcialmente subvencionada pela Fundacfio de Amparo & Pesquisa do Estado de
S840 Paulo (C. Agron. 66/107) e pelo Conselhc Nacional de Pesquisas (TC 4827).
Recebida para publicagcio em 7 de outubro de 1967.
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rentes localidades. As caracteristicas biologicas e determinacoes
preliminares da morfologia e relagdes serologicas do VAP mos-
traram ser éle integrante do grupo do virus do “rattle” do fu-
mo (8).

No presente trabalho descrevem-se detalhes da morfologia das
particulas do VAP, observados em preparacOes rapidas ou purifi-
cadas e no interior das células infetadas, bem como o efeito de
certos tratamentos fisicos e quimicos sobre a estrutura das par-
ticulas.

2 — MATERIAL E METODOS

Virus — Quatro isolados do VAP — Sao Carlos, Bidens,
Itapeva e Jacutinga (8) — mantidos na colecao da Se¢do de Viro-
logia, Instituto Agronomico, foram utilizados no presente estudo.

Plantas hospedeiras — As seguintes plantas, sadias ou infe-
tadas com um dos isolados do VAP acima mencionados, foram
empregadas nesta investigacdo: Solanaceae — fumo (Nicotiana
tabacum L.)-s (2); N. glutinosa L.-s; maria-pretinha (Solanum
nigrum L.)-s; pimenta (Capsicum pendulum Wild.)-s; pimentao
(Capsicum annuum L.)-s; tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill.)-s; Physalis sp.-s; Chenopodiaceae — Chenopodium amaran-
ticolor Coste & Reyn.-ll; C. quinoa Wild.-ll; C. murale L.-11;,
Labiatae — cordao-de-frade (Leonotis mepaetifolia L.)-s; Ama-
ranthaceae — perpétua (Gomphrena globosa L.)-s; Compositae
— girassol (Helianthus annuus L.) ; emilia (Emilia flammea L.)-s;
picao (Bidens pilosa L.)-s. Estas plantas-teste foram mantidas
em estufa, apdés terem sido inoculadas mecdnicamente com um
dos quatro isolados do VAP, e utilizadas para microscopia elec-
tronica, quando mostravam sintomas conspicuos da infeccio.

Preparacoes rapidas para microscopia electrénica — Amostras
de folhas de plantas, infetadas ou sadias, foram preparadas para
microscopia electronica pela técnica do “leaf-dip” convencional (1)
ou combinada com a da contrastacao negativa (21). As particulas
observadas ao microscépio electronico (3) foram fotografadas a
5.000 ou 20.000x e medidas a uma magnificacdo final de 50.000x.
O comprimento das particulas foi distribuido em classes de 25 my

(2) s — infecclo sistémica; 11 — lesBes locais.

(3) Doagdo conjunta da Fundacfo Rockefeller e do Conselho Nacional de
Pesquisas. ’ ' .
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de intervalo. Em alguns casos, medicdes comparativas das par-
ticulas do VAP e do virus do mosaico comum do fumo (VMCF)
foram efetuadas para o controle dos resultados.

Contrastacdo negativa e positiva de preparacoes purificadas
— PreparacOes purificadas do VAP, obtidas a partir de suco de
plantas de fumo, sistémicamente infetadas pelo isolado Sdo Car-
los, através de ciclos de ultracentrifugacao diferencial e em gra-
diente de densidade (30), foram utilizadas para investigar a ultra-
estrutura de suas particulas apds serem contrastadas negativa (4)
ou positivamente (19), respectivamente com solucio de acido
fosfotiingstico a 1% e solucido saturada de acetato de uranila.

Tratamento enzimatico do VAP — A fim de avaliar o efeito
da tripsina e/ou ribonuclease s6bre as particulas do VAP, pre-
paragOes purificadas, antes ou depois da ultracentrifugacio em
gradiente de densidade, foram incubadas em presenca destas
enzimas, a concentracio final de 1%, em banho-maria a 37°C,
durante uma hora. Findo o tratamento, amostras do material
incubado e do contréle (aquecido ou nao) foram examinadas ao
microscopio electronico, antes e depois de serem ultracentrifu-
gadas para eliminar as enzimas. Amostras do material ultra-
centrifugado foram testadas quanto & sua infetividade.

Tratamento térmico do VAP — O efeito do tratamento tér-
mico sObre a estrutura das particulas do VAP foi verificado,
examinando-se preparacoes purificadas e infetivas do VAP, antes
e depois de serem aquecidas. Aliquotas do sobrenadante de
preparacoes aquecidas a temperatura constante, durante 10 mi-
nutos, de 40°C a 90°C, a intervalos de 5°C e centrifugadas a
5.000 rpm/10°, foram contrastadas negativamente e examinadas
ao microscopio electronico, enquanto outra porcdo era testada
quanto a sua infetividade.

Seccées de particulas presentes em preparacdes purificadas e
infetivas, sedimentadas por ultracentrifugacido — Particulas pre-
sentes em preparacdes purificadas e infetivas do VAP foram
sedimentadas (130.000 g/60’) e fixadas em acido 6smico (OsO,)
a 1%, em tampgo fosfato de sodio 0,2 M, pH 7, durante 12-18 ho-
ras (28). A seguir foram desidratadas em série de concentracio
crescente de acetona e incluidas em Epon 812 (26). Os blocos
obtidos foram seccionados em um ultramicrétomo Porter-Blum,
modélo MT-1, utilizando-se navalhas de vidro. As secgOes foram
contrastadas com: citrato (32) ou hidréxido (20) de chumbo e
acetato de uranila (37).
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Seccoes de tecidos de plantas infetadas pelo VAP — Pequenos
fragmentos de tecido foliar (tomateiro, picdo, fumo, Nicotiana
gutinosa, pimenta, pimentio, perpétua, Chenopodium amaranti-
color e maria-pretinha), tecido radicular (tomateiro, fumo), teci-
dos da flor e do fruto (tomateiro) de plantas infetadas com um
dos isolados do VAP foram fixados e processados para histologia
electrono-microscopica, como acima descrito para as particulas
de preparagles purificadas sedimentadas.

3 — RESULTADOS

Em todas as preparacOes rapidas (‘“leaf dip” convencional ou
combinado com contrastacio negativa) obtidas de plantas infeta-
das pelo VAP, particulas em forma de bastonetes rigidos, de
20-25 mp de diametro, foram consistentemente encontradas
(estampas 1, 24, 2B). Em nenhum caso foram elas detectadas
em plantas contrdles, ndo inoculadas. Estas particulas eram de
dois tipos predominantes quanto ao comprimento, e a curva de
distribuicao déste formava dois picos conspicuos nas classes de
50 e 200 mp (figura 1). O comprimento normal (CN) destas
particulas foi ealculado baseado nesta curva de distribuicao (2),
obtendo-se os valores de 54 e 199 my para o total das particulas
medidas (cérca de 8 mil) (quadro 1). Também nio se notou
diferencas nos valores do CN das particulas curtas ou longas
do VAP, quando o material infetado foi preparado para micros-
copia electronica pelo método do “dipping” convencional (1) ou
combinado com a contrastacao negativa (21) (figura 24 e qua-
dro 24). '

Determinac¢éo do CN das particulas do VAP e do VMCF, em
condicoes comparativas, deu sistematicamente valores ao redor
de 300 mp para o VMCF e 55 e 200 my, respectivamente, para as
particulas curtas e longas do VAP (figura 2B e quadro 2B).

A proporc¢ao entre particulas longas e curtas, nas preparacoes
rapidas, variava de um valor pouco inferior & unidade, até cérca
de 20 longas para 1 curta, tendo sido em meédia 2,5 (quadro 1).
Deve-se contudo mencionar que para obtengio das micrografias
electronicas, para economia de tempo e material, selecionavam-se
areas em que a concentracdo das particulas longas era maior que
a usual (ca. 20 ou mais particulas longas por fotografia, a uma
magnificacao de 5.000x).

Em algumas preparacoes rapidas, observaram-se grupos de
particulas longas, dispostas mais ou menos ordenadamente ao
redor de remanescentes de uma estrutura celular, provavelmente
mitocondrios (estampa 1-4, C, E).
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Figura 1. — Curva de distribuicdo dos comprimentos das particulas de diferentes

isolados do VAP. Preparacgfes feitas pelo método do ‘“dipping” convencional ou
combinadas com contrastacdo negativa.



QuaDpro 1. — Resultado geral das determinacOes dos comprimentos normais

plantas
Isolado
Planta
hospedeira Sédo Carlos Jacutinga
nl( ) CN1 n2 CN2 N n1 CN1 n2 CN2 N
Fumo ..........ccvevvnnns 346 53 565 199| 1105 66 59 157 201‘ 275
N. ghatinesa ............... ’74|l 55l[ 167 200 279] 153 58 174 201 374
Physalis sp ................ 24 55 56/ 198 104 --- -- N S T
Tomateiro ................. 21 56 160 200 193 42 57 114 204 227
Maria-pretinha ............ -- -- PR cee| --- -- cee| aee]| me-
Pimentdo .................. 16 55 77| 204 106 31 56 159 202{ 220
Fimenta .................. 98 53 309 199 469 60 55 173 197 251
Emilia ....... ... .00, 5 5()l 125 198 169} --- -- --- -==] ===
Girassol ................... 45 54 72 197 129 --- -- --- - ===
PicG0 ........oiiiiiiiiai.n, -- R e B B Mite e e
C. amaranticolor .......... 52 54 161 l 199 235 74 54 124 199 221
C quinoa ................. 51 581 163‘ 200‘ 254! 284 52 180 196 502
C. murale ................. 29| 52 120 196] 175 ~--- L T B B
Perpétua .................. 37 l 55 194 200 274 95 57 130 197 279
Cordao-de-frade ........... 11 50 75| 200 91| --- L I B
TOTAL ................ 809 54| 2244 199| 3583| 805 55| 1211 199| 2349
(1) n1 — numero de particulas nas classes de 25 a 75 mjt, inclusives; n, — idem,

respectivamente, comprimento normal das particulas curtas e longas, em my.



de quatro isolados do virus do

anel do pimentdo que

infeta diferentes

hospedeiras
Isolado
TOTAL
Bidens Itapeva
n, |CN; n, | CN, N n, | CN, n, |CN,| N n, |CN | n, CN,| N
98 54 83| 202| 217 25 54 72| 200| 116 530 54| 877 199| 1763
l |
___! -- P ] BT - --‘ ~== == --- 227 57 341| 200| 653
___l -- R N -- -- e R R B 24 55 56 198 104
I
- B L T I --| N T 63 57| 274| 200| 420
l
22 50 135| 200] 159 - -l - -‘ -] -=-] --- 22 50 135 200 159
! l
- [ N __‘ --l B I A 47 55| 236] 202| 326
l !
.- R e e "i L e T e 1 54| 482 199] 720
|
R e T I --I B e T 5 50 125‘ 198| 169
|
- L T B B -- e R BT R B 45 5¢ 72 197| 129
207 56 567 199( 875 .- -- I 207 56 567 199‘ 875
l
-- -( == a--) ==l -4l 43 54{ 129] 202{ 289 169 54| 414 200{ 628
[
--- --, T ST R ==l ---| --+| ---| 335 53| 343 198| 756
l I
49 50! 140] 197) 199 - -! B e T B 78 51 260 197| 374
b | I |
96, 531 120 201 248 - -] L Y e 228] 55] 444 198} 901
| $ | | | [
---l --] LRl I B --l --] B L 11| 50| 75| 200f 91
I | | | | I |
481l 54| 1198‘ 198| 1903 68] 54| 201 201| 445 2163] 541 4854 199| 8280
! l | | ! 1 | | I | |
nag classes de 175 a 200 my; N — numero total de particulas medidas; CN, e CN, —
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PORCENTAGEM DAS PARTICULAS MEDIDAS

COMPRIMENTO DAS PARTICULAS EM mp

Figurs, 2. — A- Curva de distribuicio dos comprimentos das particulas de isolado
Sdo Carles do VAP, em preparagbes feitas pelo meétodo do “dipping” conven-
cional (o —0) ou combinado com contrastacdo negativa (A---A): B- idem,
das particulas do isolado 84o Carlos do VAP (0———o0) e do VMCF (a---a),
obtidas de plantas de fumo, e medidas em condigbes comparativas.

Em preparacgoes purificadas do VAP houve também predo-
minancia dos dois tipos de particulas quanto ao comprimento
(estampa 6-4). Estas formavam uma curva de distribuicdo tipi-
camente bimodal, ndo tendo sido, os valores dos CN determina-
dos, diferentes daqueles obtidos em preparaclOes rapidas (figura
3-4 e quadro 3). Nestas preparacoes houve contudo a prevalén-
cia das particulas curtas sbbre as longas (figura 3-4).
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QUuADRO 2. — Comprimento normal das particulas do VAP. A — Pre-
paracoes feitas pelo método do “leaf dip” convencional versus “leaf
dip”-contrastacdo negativa; B — Medi¢do comparativa das particulas
do VAP (isolado de Sao Carlos) e do VMCF

| | |
Virus e/ou tratamento nl(l) l CN1 n CN, N

A. Isolado Sio Carlos do VAP, fumo
~leaf dip” convencional ............. 40 52 40 200 116

“leaf dip”-contrastac¢fo negativa ..... 64 52 109 199 233

B. Medicio comparativa de partlculas

dos virus
VAP (fumo) ......coiviinuncnennnnes 83 53 237 200 | 342
VMCF (fUI0) oviorveenarrananennnns — — | 235(%) 301 344
|
(1) n. — nuGmero de particulas nas classes de 25 a 75 mj, inclusives;

1
n, — idem, nas classes de 175 a 225 my; N - numero total de particulas medidas;

CN1 e CN2 — respectivamente, comprimento normal das particulas curtas e longas.

(2) Ntmero de particulas nas classes de 250 a 350 my, inclusives.

A ultracentrifugacao das preparacoes purificadas do VAP, em
gradiente de densidade, produz duas camadas distintas (29, 33).
Uma, a 25 mm do menisco, denominada de tépo, que contém
predominantemente particulas curtas (estampas 2-C, 3-B; figura
3-B; quadro 3). A outra, mais abaixo, a 35 mm do menisco,
designada de fundo, constituia-se quase exclusivamente de par-
ticulas longas (estampas 2-D, 3-C; figura 3-C; quadro 3). Usual-
mente a contaminacio da camada de fundo pelas particulas cur-
tas foi maior que a da camada de tdpo, pelas longas (figura
3-B, C). Com um ciclo adicional de ultracentrifugacio em gra-
diente de densidade (390), esta mistura diminuiu consideravelmente
(quadro 3; figura 3-B, C).
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QuaDRo 3. — Comprimento normal das particulas do VAP (isolado S&o
Carlos, em fumo), em preparacdes purificadas, antes e depois de
serem ultracentrifugadas em gradiente de densidade

n () | CN CN
Tratamento 1 1 n 2 N
(mp) (mp)

Antes da ultracentrifugacdo em gradiente

de densidade UCGD ...........c..covnnnn 185 52 69 201 | 284
Camada de tépo, apés 1 ciclo de UCGD .. 197 51 15 198 270
Idem, apos 2 ciclos .......cvvivinvinnnn 214 52 5 195 220
Camada de fundo, apés 1 ciclo de UCGD 164 53 228 201 431
Idem, ap6s 2 ciclos ...........ccciunnn. 7 56 534 198 712

(1) n, — numero de particulas nas classes de 25 a 75 myp, inclusives;

n2 — idem, nas classes de 175 a 225 mp; N — numero total de particulas medidas;
CNl e CN2 — respectivamente, comprimento normal das particulas curtas e longas.

PreparacOes purificadas e contrastadas negativa ou positi-
vamente, revelaram certos detalhes ultraestruturais das particulas
(estampa 3). Do ponto de vista estrutural, ndo houve diferencas
entre as particulas curtas e longas, exceto Obviamente o compri-
mento. Ambas sao tubulares, com didmetro externo de ca 25 my.
O canal axial foi claramente visivel nas preparacoes contrastadas
negativamente, quando fragmentos anelares ficavam de topo, e
as mensuracdes mostraram que seu didmetro era ca. 4 mp.
Ocasionalmente, a contrastacdo com acetato de uranila revelava
bandas transversais ao longo das particulas, espacadas de cérca

0 . , ~
de 30-40 A (estampa 3-D). As extremidades das particulas nio
eram iguais, sendo uma delas ligeiramente convexa e a outra
concava; nesta, o canal axial comumente se alargava um pouco.

A incubacfo de preparacoes purificadas do VAP, com tripsina
e/ou ribonuclease (RNase) a 37°C/60°, nao afetou sensivelmente
a infetividade déste virus e tampouco a estrutura de suas par-
ticulas. Mas, em 3 das 5 experiéncias realizadas, notou-se o
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efeito da tripsina, traduzido pela agregacido terminal, tanto nas
preparacoes que continham particulas curtas como naquelas com
particulas longas (estampa 4-4A a F; figura 4-4, B). Testes indi-
caram que a tripsinizacdo das preparagbes ndo infetivas, que
continham particulas curtas somente, nao as tornou capazes de
iniciar infeccdo, mesmo com a agregacdo terminal e conseqlien-
te aparecimento de particulas de 200 mp ou mais de comprimento.

Os testes de infetividade mostram que a atividade do virus
em preparacoes aquecidas se mantém até cérca de 60-65°C, caindo
sensivelmente a 70°C/10’ e praticamente desaparecendo a 75°C/10’
(8, 30).

O exame a0 microscépio electrénico de amostras de prepara-
coes que encerravam somente particulas curtas revelou que o
tratamento a 60°C/10’ ja ocasionava a decomposicdo das parti-
culas, o que se acentua a 65°C/10’; a 70°C/10’ as particulas lite-
ralmente desaparecem (estampa 5-4 a C).

Quanto as particulas longas, elas comecam a degradar quan-
do aquecidas a 65°C/10°, acentuando-se esta decomposicio até
80°C. A temperaturas superiores, as particulas decompdem-se
totalmente (estampa 5-D a H).

A degradacao térmica das particulas caracterizou-se pela sua
transformacdo em um material pulverulento, constituido de gra-

nulos de 30-40 A de diametro. No inicio da decomposicao, apa-
receram numerosas particulas semidegradadas, aglutinadas pelo
material decomposto, formando massas que lembravam precipi-
tados serologicos. A proporcio das particulas, mantendo a
integridade estrutural, nessas massas diminuia 4 medida que a
temperatura aumentava. Também foi observada freqiientemente
uma intensa fragmentacao das particulas em pedacos mais curtos
e mesmo anelares. Esta fragmentacao foi usualmente conspicua
nas preparacoes que continham particulas longas e na faixa de
70-75°C/10’, e nas que encerravam as curtas, a 65°C. Por outro
lado, em muitos casos puderam ser notadas particulas parcial-
mente degradadas, mas mantendo ainda a forma original, bem
como uma certa intumescéncia em outras, resultantes do trata-
mento térmico (estampa 6-4 a C).

Numa experiéncia, em que as particulas se achavam suspensas
em agua destilada, apés o tratamento térmico (75-80°C/10°), o
material decomposto nao se dispersou, formando pequenas mas-
sas esferoidais (estampa 5-I). Isso nao sucedeu nas preparacoes
em que o virus estava suspenso em solucao tampao.
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Em seccoes de particulas presentes em preparacdes purifica-
das e infetivas, sedimentadas por ultracentrifugacio, foram tam-
bém encontradas somente particulas alongadas, orientadas ao
acaso (estampa 7-4, B). Seu didmetro era ligeiramente inferior
a0 das particulas vistas in vitro. Nas seccoes transversais nota-
va-se claramente o orificio central, e, freqiientemente, um anel

denso, de ca. 20 A de espessura, aparecia margeando éste canal
axial (estampa 7-B). O comprimento destas particulas era de
dificil determinacido. Foram notadas numerosas particulas, bas-
tante longas, indicando ter havido uma agregacao terminal.
Mesmo assim, ocasionalmente, grupos de particulas de compri-
mento uniforme, de ca. 200 my, puderam ser encontradas. Apesar
da alta rotacdo necessaria para sedimentacio, nao houve uma
compactacao muito acentuada das particulas.

Nas seccOes ultra-finas de tecidos de plantas infetadas pelo
VAP foram encontradas sistematicamente inclusdes formadas de
particulas alongadas, de aspecto tubular, de morfologia geral
idéntica aquelas encontradas nas seccoes de sedimentos de pre-
paracdes purificadas e infetivas obtidos por ulfracentrifugacao
(estampa 7-C a E). Estas particulas formavam inclusées, nas
guais elas se achavam dispostas lado a lado, mais ou menos
crdenadamente. Em praticamente todos os agrupamentos, as
particulas tinham cérca de 200 mu de comprimento. Em nenhum
caso foram notados agregados de particulas mais curtas, sendo
alguns possiveis casos atribuiveis & seccdo obliqua ou tangencial
de grupos de particulas longas. Detalhes das investigacOes his-
toloégicas serao relatados em outra publicacao.

4 — DISCUSSAO

O fato de a infetividade das preparacdes purificadas do VAP
estar consistentemente associada & presenca das particulas lon-
gas (200 mp), claramente demonstrada ap6s serem separadas das
particulas curtas por ultracentrifugacao em gradiente de densi-
dade, constitui evidéncia de que as particulas longas representam
a forma infetiva do VAP. Como evidéncia complementar pode-
-se mencionar: a) constante presenca das particulas longas em
preparacOes rapidas obtidas de plantas hospedeiras. de espécies
e familias diferentes, infetadas pelo VAP, mesmo daquelas plan-
tas, das quais o virus ainda nao foi purificado, e sua auséncia
em preparacoes feitas de plantas sadias; b) A sistematica ocor-
réncia das particulas longas no interior das -plantas infetadas.
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O CN das particulas curtas e longas do VAP, respectivamente
ca. 55 e 200 my, determinado no presente estudo, confirma as
determinacOes preliminares (8) e estdo de acordo com as medi-
cOes feitas por Harrison e Woods (14), com o isolado Bidens do
VAP. Nao houve variacoes significativas nos valores obtidos
para 0 CN que pudessem ser atribuidas & diferenca do isolado
do VAP, da planta hospedeira ou dos métodos de preparo para
microscopia electronica. Isto corrobora as similaridades no com-
portamento biolégico dos diferentes isolados e constitui evidéncia
adicional de que éstes isolados representam estirpes de um mes-
mo complexo.

Os dados morfologicos do VAP sao similares aqueles descri-
tos para os diferentes isolados do virus do “rattle” do fu-
mo (VRF). Hia naturalmente uma certa diferenca no compri-
mento das particulas curtas e longas entre éstes virus, mas uma
determinacdo precisa sOmente poderia ser feita em condicbes
comparativas. Uma investigacdo neste sentido ja foi feita (14),
tendo sido verificadas pequenas diferencas no comprimento das
particulas longas, e maiores em relacao as curtas, nos diferentes
isolados investigados. Além disso, verificou-se que o diametro
do virus do “early browning” da ervilha (Pisum sativum L.) era
ca. 6,5% menor que o dos demals isolados do VRF.

A comprovacao, a0 microscopio electronico, da simetria heli-
coidal dos virus alongados, tem sido feita sOmente nos casos em
que o nucleocapsideo helicoidal é menos compacto, como acon-
tece com certos componentes dos myxovirus (17) e do virus da
estomatite vesicular (23, 25), ou com particulas do virus do ama-
relo da beterraba (18) e da tristeza do citros (22). Mesmo num
caso bastante investigado, como o do VMCF, embora muitos
autores afirmassem ter demonstrado sua estrutura helicoidal, ja
comprovada através de difracao de raio-X (16), apenas Finch (10),
recentemente, apresentou evidéncias razoaveis a essa estrutura,
20 microscopio electronico. Deve-se lembrar que ha intmeros
artefatos, relacionados ou nao & estrutura helicoidal das parti-
culas do virus, que podem produzir imagens ao microscopio
electréonico incompativeis com a configuracdo deduzida pelo
raio-X (27).

No caso do VAP e do VRF, os dados obtidos nao sao sufi-
cientes para confirmar a simetria helicoidal dos nucleocapsideos,
apesar de os dados preliminares, obtidos pela difragdo de raio-X,
sugerirem tal estrutura (11), As estrias transversais observadas
nas particulas do VRF (29, 31) ¢ do VAP nao definem perfeita-
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mente se a particula é formada de subunidades dispostas em
hélice ou de pilhas de unidades anelares. Quanto a uma possivel
configuracdo helicoidal que as particulas do VAP mostraram
quando decompostas térmicamente (37), o aspecto produzido €
ambiguo, nao permitindo tirar conclusfes definitivas.

A pequena diferenca entre as extremidades das particulas do
VAP j4 fora apontada para o VRF (14) e para o virus do mo-
saico do ftrigo (3). Acredita-se que ela se deva & forma de
banana dos capsémeros, que se disporiam com seu eixo maior
ligeiramente inclinado em relacao ao eixo maior das parti-
culas (11),

Embora as técnicas de coloracdo das particulas nao trouxes-
sem informacoes sbObre a localizacdo do acido nucléico nas par-
ticulas do VRF, a sec¢ao transversal das particulas nos cortes
ultra-finos mostrou uma zona anelar, margeando o canal axial,
que se impregna bem com acetato de uranila. Como éste coran-
te tem marcada afinidade para material nucléico (19), parece
provavel que essa regido anelar seja ocupada pelo acido nucléico
do VAP, o que é compativel com o sugerido para o VMCF (16),

Offord (31) relata uma zona também anelar, a 80 A do centro
das particulas do VRF, mas que, provavelmente, resulta da sobre-
posicao dos capsémeros.

A pequena diferenca nos didmetros das particulas, defermi-
nada em preparacoes contrastadas negativamente e em secgoes
ultrafinas parece ser atribuivel & ligeira contracao dessas par-
ticulas durante a fixacdo. E interessante mencionar que com um
isolado californiano do VRF ocorreu um fenémeno inverso (9).

O efeito da tripsina e da RNase sobre a infetividade e estru-
tura das particulas do VAP foi quase nulo, confirmando o que
fora anteriormente observado para o VAP (34) e para o VRF (29).
Todavia, em alguns casos, a tripsina induziu uma agregacao ter-
minal das particulas bastante acentuada. No VMCF isto pode
ser provocado pela variacido do pH do meio de suspensao (36),
mas no presente caso nao hia uma explanacdo satisfatéria. Uma
sugestao seria de que a tripsina digeriria ligeiramente as extre-
midades das particulas, tornando-as suscetiveis de se unirem
umas com outras pela extremidade. Os testes da inativacao tér-
mica das preparacoes purificadas do VAP concordam com os
resultados obtidos anteriormente com suco de planta infetada (8),
€ o0 ponto de inativacao térmica parece ser ligeiramente inferior
ao do VRF (6).



Estampa 1

Morfologia de virus do pimentio

Micrografias electronicas de preparacgoes feitas pelo meétodo do “dipping”,
respectivamente das seguintes plantas infetadas pelo VAP: A — Emilia;
B — Chenopodium quinoa; C — C. murale; D — Nicotiana glutinosa;
E — Picdo. Notar nas figuras A, C e E a associagdo de particulas dispostas
regularmente com uma estrutura, possivelmente mitocéndrio._ Em B a.gu-
mas particulas ficaram de tépo, mostrando indicios do canal axial (seta)
Nesta e em outras figuras, quando nao assinaladas, as escalas de cada

micrografia representa 1 p,



Morfologia de virus do pimentéio Estampa 2

A e B- Preparacdes feitas pelo método do “dipping”, contrastadas negativamente,
de pimenteira e fumo, respectivamente. .Em B aparentemente houve uma
agregacdo terminal de particulas curtas; C e D- Preparacbdes purificadas
do VAP, em que as particulas curtas (C) foram separadas das longas (D)
por ultracentrifugagdo em gradiente de densidade.



Morfologia de virus do pimentio Estampa 3

’

-

Preparaciio purificada do VAP contrastada negativamente antes (A) e depois
(B e C) da ultracentrifugaciio em gradiente de densidade. Em B, amostra
da camada de tdpo, constituida predominantemente de particulas curtas,
e C, da camada de fundo, compostas quase que exclusivamente de particulas
longas. D, preparagfio purificada do VAP contrastada positivamente com
acetato de uranila.



Morfologia de virus do pimentfio Estampa 4

incubadas

Preparag¢bes purificadas contendo particulas curtas (A) ou longas (D),
RNase. Observa-se claramente a
tanto das particulas curtas

com tripsina, com (D, F) ou sem (B, E)
ocorréncia de uma intensa agrega¢io terminal,

(B, C) como das longas (E, F).



Morfologia de virus do pimentfio

Estampa 5

Efeito do tratamento térmico sObre a estrutura das particulas do VAP. A-C- Res-
pectivamente contréle, tratamento a €5°C/10" e 700C/10' da preparagdo contendo
particulas curtas; D-H- Contréle e tratamentos a 65°C/10°, 75.C/10°, 80°C/10’
e 90°C/10° da preparacio contendo particulas longas; I- Tratamento da
preparacio contendo particulas longas, suspensas em agua destilada, a 80°C/10Q".



Morfologia de virus do pimentio Estampa 6

A-C- Detalhes de particulas do VAP, decompostas pela acdo do calor (800C/10").
As particulas acham-se total ou parcialmente transformadas em um material
pulverulento, finalmente granular de 30-40 A de diametro.



Morfologia de virus do pimentiio Estampa 7

A e B- Seccdes de sedimentos de preparacdes purificadas e infetivas do VAP, obti-
dos por ultracentrifugacéo; C-E- Inclusdes citoplasméaticas formadas de par-
ticulas alongadas em ceélulas de picdo (C), Chenopodium amaranticolor (D) e
Nicotiana glutinosa (E). Notar a semelhanga das particulas observadas em
A e B, com aquelas presentes nas fotos C-E. As particulas revelam claramente
sua natureza tubular. Em algumas micrografias pode-se perceber um anel
denso, margeando o canal axial.
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Silva (34) descreve a ruptura de particulas do VAP em peque-
nos fragmentos anelares ou desorganizacio e inchamento ao longo
das particulas como conseqiiéncia do aquecimento a temperaturas
superiores a 86°C/90”. No presente trabalho, notou-se que a
decomposicio vai além, transformando as particulas em massas

amorfas, constituidas de granulos de 30-40 A de didmetro, e que
possivelmente representariam um ou mais capsomeros. Embora
nio seja condicdo essencial, pois freqiientemente as particulas
se transformavam diretamente na massa amorfa, a fragmentacao
das particulas em pequenos pedacos e anéis usualmente precede
esta decomposiciao e parece representar um-estadio intermediario
déste processo. Isto explicaria porque as preparacbes que con-
tém somente particulas curtas sdo mais sensiveis ao calor do que
&s que contém particulas longas.

O aquecimento das particulas do VAP em presenca de agua
destilada, ao invés da solucao tampao fosfato, leva & formacio
de pequenas massas do material decomposto pelo calor, prova-
velmente decorrente da nio dispersio désse material decomposto.
Estas observacdes confirmam, com certos detalhes adicionais, os
estudos feitos so6bre degradacido térmica do VMCF, de que a
dispersao da porcao decomposta das particulas do virus seria
facilitada pela presenca de sais (15),

Além das particulas longas, infetivas, em tdédas as prepara-
coes do VAP e de outros virus do grupo do VRF, acham-se pre-
sentes um ou mais tipos de particulas curtas. Sua natureza é
ainda controvertida, havendo divergéncias quanto & sua origem
e funcdo. Mas, os trabalhos publicados com diferentes isolados
do VRF tém demonstrado consistentemente que particulas curtas,
somente, ndo sao capazes de iniciar a infec¢do, o que também
sucede com o VAP. As possiveis alternativas para explicar a
natureza das particulas curtas seriam: a) Elas representam frag-
mentos das particulas longas; b) As particulas curtas seriam
formas intermediarias de um processo de sintese das particulas,
por crescimento terminal, como sugerida por Commoner (7), para
o VMCF. Uma variante dessa idéia é a de Kohler (24), que
sugere pontos de ruptura ao longo das particulas em crescimento,
alternadamente, a distancias equivalentes ao comprimento das
particulas curtas e longas; c¢) As particulas curtas seriam pro-
dutos colaterais ndo infetivos, da infeccdo pelos virus do grupo
do VRF, e portanto diferente das particulas longas (9); d) As
particulas curtas e longas interagem-se simbioticamente (12, 25).
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No presente trabalho, a primeira hipotese é julgada mais
provavel. Isso se baseia na auséncia de inclusfes intracelulares
formadas de particulas curtas (55 mp). Particulas de compri-
mentos variados, menores que 200 myu, somente aparecem quando
agregados de particulas longas se desorganizam, como conse-
qiiéncia da decadéncia celular decorrente da infeccao, sendo
assim bastante forte a sugestdao de que elas se originariam da
ruptura das particulas longas nesse processo. Por outro lado,
a proporcao entre particulas longas e curtas do VAP in vitro,
baseada em estimativas espectrofotométricas (34) e nas contagens
ein preparacoes rapidas, é a0 redor de 3:1. Em preparacoes
purificadas essa proporcdo pode chegar até 1:20 (13). Se as
particulas curtas sdo realmente sintetizadas nas células, seria
razoavel esperar sua ocorréncia intercelular, numa proporcao
aproximada.

A prevaléncia marcante de particulas de ca. 55 my e 200 my
de CN torna dificil aceitar a teoria de que as particulas curtas
seriam formas imaturas ou intermediarias de um processo sin-
tético, por crescimento terminal, pois seria de esperar que par-
ticulas com diferentes comprimentos ocorressem numa proporgcao
similar. Quanto & sugestao de Koéhler (24), se valida, faria com
que particulas curtas e longas ocorressem numa freqiiéncia igual,
tanto in vitro como in situ, o que nao acontece, particularmente
no interior da célula.

De Zoeten (9) afirma ter encontrado particulas curtas e lon-
gas no interior de células de fumo, infetado por um isolado do
VRF da California, e considerou o fato como evidéncia favoravel
a hipétese de que as particulas curtas seriam um produto cola-
teral, da infeccao por éste virus, mas sem atividade. Todavia
agquéle autor menciona grupos de particulas em arranjos ordena-
dos, cristalinos, que aparecem logo no inicio da infeccdo sis-
témica, os quais se desagregam com O decorrer da infeccao.
Embora De Zoeten nao mencione claramente, parece provavel
que as particulas curtas apareceriam apoés esta desagregacdo dos
arranjos cristalinos das particulas.

Lister (25) atribui uma funcao as particulas curtas do VRF,
baseado no fato de que, quando no indéculo nido ha particulas
curtas, da-se o aparecimento de isolados, ditos instaveis (6), em
majior freqiiéncia, nas subculturas das lesées formadas. Como
nestes isolados instaveis admite-se que o VRF ocorra na forma
de acido ribonucléico (ARN) livre (33), Lister sugere que as
particulas curtas tém em seu ARN informacbGes que comandam
o capeamento do ARN, tanto das particulas curtas como das
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longas, pela proteina. Num trabalho recente, Frost et al. (12)
reinvestigaram as observacOes de Lister, e sugerem que cada
isolado do VRF seria um sistema de dois ou mais pedacos de
ARN infetivo interagindo especificamente num processo simbio-
tico. Se realmente a interpretacao déstes autores estiver correta,
uma das maneiras de concilia-la com as observacoes relatadas no
presente trabalho, i.e., auséncia de inclusdes de particulas curtas
(55 mp) nos tecidos infetados, seria a admissdo de que as par-
ticulas curtas poderiam formar agregados em que quatro unida-
des se unem pelas extremidades, e estas por sua vez formariam
inclusdes indistinguiveis dos grupos de particulas longas.

MORPHOLOGY OF PEPPER RINGSPOT VIRUS (BRAZILIAN TOBACCO
" RATTLE VIRUS) PARTICLES

SUMMARY

Tubular particles, about 25 my wide, with an axial channel 4 my
ir diamefer, were found in leaf dip or purified preparations and also
within tissues, from plants infected with pepper ringspot virus (PRSV),
but not in uninoculated control plants. The particle length determina-
tions showed two prevalent types of particles in vitro, respectively with
ca. 55 my and 200 my in normal length. These values were independent
of the virus isolate, host plant or preparative procedures for electron
microscopy employed. In thin section profiles, a dense rim was observed
bordering the axial channel, in cross section of particles stained with
uranyl acetate, which might represent the location of the viral nucleic
acid in the virion. The long, 200 my, particles can be separated from
the short, 556 my, particles through sucrose gradient density ultracentri-
fugation, when it can be demonstrated that only the longer particles
are infective.

Incubation of purified preparations with ribonuclease and/or trypsin,
did not affect infectivity or the structure of the virions. However, in
some experiments, the trypsin treatment induced an end-to-end aggrega-
tion of the particles.

Purified preparations lose infectivity after being heated for 10 minu-
tes at 65-700C. Simultaneously a generalized degradation of virions is
noticeable. The end product of this degradation is a powdery material,

composed of granules 30-40 A’ i diameter.

In ultrathin sections of PRSV-infected tissues, ordered aggregates
of particles, similar to those found in vitro, were observed in the cyto-
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plasm. Such inclusions consisted of long (200 mp) particles only. In no
instance, groups of typical 55 my, short particles were found, and this
suggests that they are fragments of the longer, 200 my particles, rather
than products of self multiplication.
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