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RESUMO

Particulas esferoidais de 30-60 my, de didmetro foram encontradas em pre-
paracbes semipurificadas e em preparagbes rapidas de plantas de couve infetadas
com um virus que induz faixa amarela das nervuras {VFANC). Essas particulas
tém um capsideo aparentemente icosaedral, constituido de 92 capsémeros de
50-60 A de diimetro. Quando tratadas com acetato de uranila, revelaram a exis-
téncia de uma zona central, que se impregna fortemente com é&ste corante, possi-
velmente constituida de nucleoproteina, Tais particulas nio foram encontradas em
plantas sadias, mas foram nelas detectadas, apds serem inoculadas por uniie de
tecidos, por meios mecinicos ou por afideos com VFANC.

Particulas similares foram encontradas em sec¢des ultra-finas de tecido foliar
de couve infetado com o VFANC, porém apresentavam um didmetro ligeiramente
menor, da ordem de 35-45 my,. Invaridvelmente, essas particulas foram encontra-
das em meio s inclusBes citoplasmaticas de forma e dimensdes variadas, consti-
tuidas de uma massa amorfa, granular e densa.

Tais inclusSes puderam também ser observadas em secgBes mais espéssas
¢ montadas para microscopia Gptica.

Possivelmente ¢ VFANC pertence ao grupo do virus do mosaico da couve-
-f16r, dada a semclhanga na morfologia das particulas e nas moléstias indunzidas.

1 — INTRODUGAO

No decurso de exames, ao microscopio electronico, de preparagtes
semipurificadas de um virus latente em couve (Brassica oleracea L. var.,
acephala) (6), feitas para fins de serologia, observaram-se, além das
particulas alongadas daquele virus, outras, de forma esferoidal, com
cérca de 50-60 my de didmetro,

Testes de transmissio (7} mostraram que as particulas esferoidais

(1) Recebido para publicagio em 25 de margo de 1965,
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acima mencionadas podiam ser transmitidas mecanicamente, por uniio
de tecidos, e por duas espécies de afideos (Brevicoryne brassicae L. e
Myzus persicae Sulz.) para mudas novas de couve. Plantas desta espé-
cle, invadidas pelas particulas esferoidais Unicamente, mostram faixa
amarela das nervuras e necrose em suas fo6lhas. Os ensaios de trans-
missdo, corroborados com os exames feitos ao microscépio electrdnico,
indicam que essas particulas esferoidais representam um virus possivel-
mente ainda ndo descrito. A morfologia e localizagie désse virus nos
tecidos da planta hospedeira sio relatadas no presente trabalho,

2 — MATERIAL E METODOS

Para microscopia etectrénica do virus da faixa amarela das ner-
vuras da couve (VFANC) foram utilizadas plantas de couve da var.
Ribeirdo Pires, 1-2620, nas quais inicialmente o VFANC foi encontrado,
¢ da var. Gongarsol, para as quais foi transmitido (7).

Exames electrono-microscépicos de material semipurificado foram
feitos: (@) Pela técnica de contrastagio negativa, utilizando-se acido
fostotungstico a 2%, neutralizado com KOH, 1N (3), tendo sido adi-
cionada albumina de séro na proporgio de 0,05%, como espathante;
() pela téenica de coloragio positiva com acetato de uranila a 2% (12);
(¢) em preparagGes metalizadas com paladio.

Preparagdes rapidas para controle dos testes de transmissio, ao
microscOpio electrénico, foram feitas por uma modificagio (14) da téc-
nica de «dipping» (2), combinando-a com a de contrastacio negativa.

Para exame de tecidos infetados, ao microscopio electronico, peda-
os de f6lha de 1 mm x 3 mm foram fixados em 4cido ésmico a 2% em
tampéo fosfato 0,2 M (17), desidratados em série de concentragio cres-

cente de acetona e incluidos em Epon 812 (16). As secgdes (500-800 zgx)
foram feitas num ultramicrotomo Porter-Blum, utilizando-se navalhas
de vidro, e, antes de serem examinadas ao microscépio electrénico, foram
coradas com acetato de uranila (25) e citrato de chumbo (20). Algu-
mas sec¢bes mais espéssas (2 a 5 p) foram montadas para microscopia
Optica e examinadas apés serem coradas com uma mistura de Azur II
e azul de metileno (23).

Todos os examies ao microscopio electronico foram feitos num apa-
relho Siemens, modélo Elmiskop I (2).

() Doaglio conjunta do Conselho Nacional de Pesquisas e da Fundagic Rockefelier.



Particulas de VFANC EstaMpa |

Morfologia das particulas do VFANC Fotomicrografias electronicas de preparacoes
semipurificadas (A4-D) e de “dipping” (£). A — Preparacio contrastada negati-
vamente com #cido fosfotungstico; B — Detalhe de uma particula, mostrando a
disposicio dos capsomeros (imagem revertida); (C — Preparacio metalizada com
paladio; [) — Preparagio contrastada positivamente com acetato de uranila; E —
Preparagio feita por uma combinagio do métoda de “dipping” e contrastacio nega-
tiva. As particulas alongadas que aparecem nas microgr: 1 e CC representam um
virus latente om couve (6).




Particulas de VFANC [EstaMpa 2

\
A 100 p
 —

Particulas do VEANC in situ. 4 e B Fotomicrografias electrénicas de seccoes
ultrafinas de tecido foliar infetado. Dois aspectos das inclusdes citoplasmaticas,
contendo particulas do VFANC. (€ — Fotomicrografia ao microscopio aptico, de

seccin de tecido foliar As mclustes estdo indicadas pelas flechas.
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3 — RESULTADOS

Em preparagdes semipurificadas, as particulas associadas a faixa
amarela das nervuras da couve foram facilmente identificadas pelo seu
contdrno circular, com diametro de 50-60 my, em preparagoes contras-
tadas negativamente (estampa 1-A e B), ¢ cérca de 70 my, em prepa-
ragoes metalizadas (estampa 1-C). As particulas, quando metalizadas,
apesar de terem contdrno circular, projetaram sombras angulosas e de
extremidade pontiaguda ou truncada, indicando serem, elas poliédricas
(estampa 1-C). Quando contrastadas negativamente, as particulas
mostraram possuir capsideo (5) poliédrico, constituido de numerosos

capsomeros, de 50 a 60 fﬁ\ de didmetro (estampa 1-B). FPor outro lado,
nestas mesmas preparages, a presenga de capsideos ocos, isto &, parti-
culas sem a zona central revelada pela penetragio do corante nesta
ZONa, COmMOQ OCOITe com muitos virus de forma esférica (11, 18, 24, 26),
nio foi constatada. O tratamento das particulas com acetato de ura-
niia revelou a existéncia de uma zona central, de cérca de 25 my de dia-
metro, que se impregna fortemente com ésse corante, a julgar pelo seu
adensamento (estampa 1-D).

Em preparagdes rapidas, feitas por uma combinagio do método de
«dipping» e contrastagdo megativa, com a finalidade de se identificar
ripidamente plantas que contivessem as particulas associadas a faixa
amarela das nervuras da couve, estas foraml facilmente identificadas
pelo seu didmetro e ocorréncia de subunidades, em meio aos detritos
celulares (estampa 1-E). Particulas similares nio foram constatadas
em preparagbes contrdles feitas de plantas nio inoculadas.

Secgbes ultra-finas de tecidos foliares infetados com o VFANC
mostraram que em priticamente todos os tipos de células, exceto nos
dos vasos condutores, ocorriam inclusbes densas no citoplasma (es--
tampa 2-A e B). Tais inclusdes eram de forma irregular (estampa’
2-A) ou de contérno eliptico (estampa 2-B), sem apresentarem uma
membrana limitante. Suas dimensdes variavam de cérca de 0,5 de
didmetro até 8 a 10 u de comprimento, quando alongadas. As inclusdes
constituiam-se de um substrato granular extremamente fino e amor-
fo, mas denso ao feixe electrénico, e em meio a essa massa ocorriam
Jacunas, onde o substrato tornava-se mais ralo e mesmo inexistente.
Particulas de 35-45 my de didmetro ocorriam em maior quantidade
nessas lacunas, embora muitas particulas pudessem ser observadas em-:
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bebidas no substrato. Tais particulas nio mostravam detalhes ultra-
estruturals, exceto que muitas delas apresentavam uma zona central
mais transparente, de 20-30 my de didmetro, dando a impressio de se-
rem ocas. A densidade das particulas era ligeiramente maior que a do
substrato que forma a inclusio, permitindo sua identificagdo mesmo em
meio 4o substrato. Nio se constatou nenhuma relagio visivel entre g
inclusdo e organelas celulares.

As inclusdes observadas em. cortes ultra-finos puderam ser ficil-
mente notadas em secces mais espessas, de 2a 5 u de €5pessura, mon-
tadas para microscopia dptica. Em tais secgdes, as inclusdes apareciam
coradas de piarpura bem carregada, como os nucléolos, porém diferen-
ciavam-se destag pela sua posiciio extranuclear {estampa 3-A4).

4 — DISCUSSAQ

As particulas esferoidais de 30-60 my de didmetro devem represen-
tar o virus da faixa amarela das nervuras da couve, e os seguintes ar-
gumentos justificam tal ponto de vista - (a) Fransmissibilidade de tais
particulas, de plantas infetadas para sadias, por meios mecinicos ou de
afidios com conseqiiente manifestacdo de sintomas, conforme constata-
das pelos exames electrono-microscdpicos ; (b) Similaridade entre a
morfologia destas particulas e a daquelas de alguns virus como os do
«wound tumors do tréva (Melilofus sp.) (1), nanismo do arroz (Oryza
sativa L) (8) ¢ REO («respiratory and enteric orphans) (24), éste Gl-
timo, um virus de mamifero: {¢} Presenca de particulas similares s
encontradas in vitro, nos tecidos de plantas infetadas, e a correspondente
auséncia das mesmas plantas sadias.

As particulas do VFANC tém forma aparentemente icosaédrica,
com capsideo formado de 92 capsomeros. A anilise das micrografias
electronicas de preparagbes contrastadas negativamente (4) e, também,
da sombra projetada pelas particulas em preparagdes metalizadas (13),
corroboram tal asser¢io. () adensamento de uma zona central de cérea
de 25 mp de diametro, produzido pelo tratamento com acetato de ura-
nila, deve resultar da presenca de material nucléico ou nucteoprotéico
(12). Todas estas caracteristicas morfologicas do VFANC sdo bastante
similares 3s do virus do «wound tumor» do trévo, nanismo do arroz e
REO virus, exceto no que toca ao didmetro. Com efeito, os valores
descritos para o didmetro déstes virus oscila entre 60 e 70 mp, enquanto
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o VFANC parece ter um didmetro entre 50 e 60 my, porém uma dife-
renga real somente poderd ser determinada em condi¢Bes comparativas.

Quanto 4 composigio quimica do virus, pouco se pode dizer, exceto
que deve possuir material nucleoprotéico, dada a afinidade da parte
central das particulas ao acetato de uranila (12). Virus que se asseme-
lham morfoldgicamente ao do VFANC, como «wound tumor», e REC
possuem material genético do tipe ribonucléico, e em cadeia dupla
(9, 10, 15).

Tecidos de plantas infetadas com 0 VFANC mostram células com
inclusbes citoplasmaticas, nas quais se acham embebidas particulas de
35-45 my de diametro. Tais particulas sdo consideradas como sendo as
do VFANC in sifu, pois somente ocorrem em tecido de plantas afetadas
e ndo nas sadias. A ligeira discrepincia no didmetro das particulas ob-
servadas em secgdes {35-45 mp) e em suspensdes (50-60 my) pode ser
atribuida 3 possivel contragio das particulas que ocorre durante a fixa-
¢do ou um achatamento das particulas nas preparagdes in vitro. Alids,
tal diferenca entre dimensdes das particulas in sffu e ent suspensdes ja
foi constatada para os virus que se assemelham ao VFANC (8, 21, 22).

A natureza da massa amorfa. constituida de granulacio fina, que
forma o substrato das inclusfes. ndo é conhecida, porém com bastante
possibitidade deve estar relacionada com a sintese das particulas. As
lacunas existentes em meio 4 inclusfio, em geral preenchidas por um
numero aprecidvel de particulas, parecem indicar que o substrato foi
convertido em particulas. Fendmeno similar foi descrito nas inclusdes
de REO virus em células do rimj de macaco {MK cells). quando a den-
sidade do substrato das inclusfes diminuia & medida que aumentava o
ntimero de particufas em seu interior (21). Porém, o aspecto geral da
inclusio do REO virus e do VFANC ¢ bastante diferente. Além
disso, ndo foram observados arranjos cristalinos das particulas nas in-
clusfies do VFANC, como ocorre com as particulas dos virus REO (21),
nanismo do arroz (8) e «wound tumor» do trévo (22).

As particulas que mostram sua zona central menos densa talvez
representem unidades desprovidas de material nuctéico, podendo ser
subprodutos ou fases intermediirias de sintese. ou ainda. resultantes
de artefato de téenica. Tais particulas dcas. no entanto, aparecemy fre-
quentemente em secgdes de outros virus como RTEOQ (21). O fato de
particulas «Ocas» nfio terem sido encontradas no exame electrono-mi-
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croscopico das preparagdes in vitro poderia ser explicado baseado na
instabilidade destas particulas, ou alternativamente, pela impermeabili-
dade do capsideo, que impediria a penetracio do corante no interior das
particulas.

Alguns efeitos citopatogénicos foram observados em tecidos de
plantas para as quais o VFANC foi transmitido. Informacgbes mais
detalhadas sobre tais alteragdes. e também sébre as inclusies, serdo
objeto de um futuro trabalho.

A detectabilidade das inclusdes, ao microscdplo Optico, abre pers-
pectivas para identificacio do VFANC através das inclusGes que induz
em tecidos afetados, mesmo sem contar com o microscopio electrénico.

Finalmente, a semelhanca nas moléstias induzidas e na morfolo-
gia das particulas (19) sugere que o VFANC e o virus do mosaico
da couve-flor sejam relacionados.

OCCURRENCE OF YELLOW VEIN BRANDING OF COLE INDUCED
BY A SPHERICAL VIRUS

SUMMARY

Spherical particles, 50-60 my in diameler were found in partially purified
preparations, and also in quick preparations made from plants infeeted with a virus
inducing yellow wvein banding in cole (Brassica oleracea var. acephala).  These
particles apparently had an icesahedral capsid composed by 92 capsomeres, each
with 50-60 A in diameter. Urany! acetate treatment of these particles revealed a
central zone, about 23-30 my in diameter, which bound strongly with ths stain,
indicating that this part of the particle is nucleoprotein. Such particles were absent
in healthy plants, but they were detected after these plants were inoculated by
tissue union, mechanically, or by aphids with the cole vellow vein banding virus.

Similar particles were found in ultrathin leaf sections from cole infected by
vellow vein banding virus, invariably embedded in a cytoplasmic inclusion body,
but- their diameters were slightly smaller (35-45 my}. These inclusions, with
variable dimensions and shape, were composed by an amorphous, dense and gra-
nular matrix, and were detectable even under light microscope level in thicker
scctions.

It is likely that the above described virus is related to the cauliflower
mosaic virus, due to the similarities in particle morphology and induced diseases.
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