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MORFOLOGJ"A DAS PARTICUL.AS_ DO VIRUS DO JúlJEL DO PIMENTA.O · E ULTRAESTRUTURA 

DOS TECIDOS INFETADOS (1)

1· - INTRODUÇÃO 

, . , ... 
Uma molostin do vírus em pimentno (fnRsicun annuum L.), encontra-

da no municipio do São Carlos, SoPo, cm 1960, foi denominada anel ou 
' 

N I 

mancha anular de pimentao. As propriedades biologicas, bem como dados 

preliminares sÔbre a morfologia e a serologia do virus do anel de pime,E: 

tão (VAP) (Costa fil! ai.,. dados não publicados) permitiram sua inclusão 

no· grupo do "rattle11 do fuL10· (Nicotiana tabaQ,,'lJ!!, L.). Posteriornente ou

tros isolados do VAP foram encontrados cm tomateiros (�ycopersicon es©U

lentum Millo ) em Jacuti_nga, MoG. o Itapeva, S:),P$, al�m de un outro, que 

apareceu· ms estufas da Seção de Virologia do Instituto AgronÔnico., inf2, 

tando o picão (Bidons pilosus L�) (Costa et al&, e Costa e Kitajima, da

dos mo publicados)G A purificação e a deterr:rl.nação de algumas propri� 

dac1es fisicas e. qu:imicas ·do isolado de São Carlos foram recerrl;emente de§; 

critas (Silva:r l:965) ti 

O objeto da presente tese� relatar parte das investigações �sicas 

que estão sendo conduzidas em relação ao VAP, na Seção de Virologia do -
.. 

Instituto Agronômico de Campinas, o·refore-se à descrição da morfologia 

das particulas dêste virus, em preparações r�pidas, em materiàl purif'icQ:. 
. , , , N 

do e no interior das celulas infetadas� Tambem sao descritas algumas al 

teraçÕes na ultrae�trutura. dos tecidos de plantas infetadas, discutindo-· 

se aspectos da biosintese dêste viruso 

(1) Pesquisa subvencionada parcialmente pela FAPESP (e.. Agrona 

66/.1.07) e pelo CNPq ( TO 4827) o 
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2 - REVISÂO DE LITERA.TURA 
, 

a •. Virus do grupo do "rattle" do fumo.ti Generat;tdaçl,e§ 
, . , 

Molestias causadas por virus, atuo.J.mente considerados pertencentes 

au grupo do ttrattle11 do fumo (VBF) J são conhecidas de longa data. Sun. pri

meira menção : atribuida a Behrens (1899) que descreveu wna condição · em 

fumo denominada 11Mauche11 , compa.ranio-a ao mosaico do .fumo, em vista da ay_ 

sência de organismos parasiticoso B8ning (1931) redescreveu-a com o nome 

de "Streifen- und Kr�uselkro.nkheit11 (mol�stia de listas e encrespamento). 

Quanjer (1943) denominou wna mol�stia similar ao "Mauche" do fumo na Ho

landa-, de 11 rattle" do fumo.,, Êste nome parece ser o mais adequado :r;nra -

designar gen�ricamente virus d;ste grupo (Hn.rrison, 1960), ·pois foi eom 
h 

, 
, 

ele que suas propriedades foram caracterizadas pela primeira vez., Tambem 
, , , 

as principais propriedades fisicas e quimicas dos virus do gropo do VRF

tem sido relatadas posteriormente sob esta denominação., Podem ser citadas 
, , , 

tambem como cnusada-s pelos virus do grupo VRF, outros molestias como: -

8Stengelbontn (Mosqueado do caule) da lntata (Solanurri: tuberoe L.) -

(Rozendaal, 1947); 1'1Spraingn da bato.ta (Lihnell, 1958; Eibner, 1959); mo

saico em Atropa beJJ.adona Lo (Smith., 1943; Caclna.n & Harrison, .1959); llearly 

browning" da ervilha (Pisu;rn s-atiyum Le) (Bos & van der Want, 1958, 196'2; 

Gibbs & Harrison, 1964), nl� de algumas moltstias em hortaliças e batata 

nos Estados Unidos (Wnlkinschaw & Larson, 1958, 1959; Oswald & Bo-wm.an, 

1958; Gold et alo, 1963; Paulus et a1$, 1963; Allen, 1963b) e o VAP, no 

Brasil (Costa et ai •. , dados não publicados)., 

Na classificação de Johnson (1927), o VRF recebeu o nome de Tobncco 

vírus 11, B8ning, enquanto m de Smith (1937), &sotiana viru11 5 (B8ning) 

Smith. Schmelzer (1957) denominou-o- de Annulus bebrensia.Il1ll30 Lwoff et al. 

(I962a;,b) propuseram wno. clo.ssifico.çÜo dos virus roseo.da'principalmente em 
., , , 

caracteristicas quimicas e fisicas, e que serviu de base pa.ra. que uma comi§. 

são provistria de nomenclatura propusesse e recomencln.sse um sistema de no

menclatura e classificação dos virus (Lwoff & Tournier, 1966)w Néste sis-
.,. , 

tema, o VBF pertence ao subfilo Ribovira (acido ribonucleico como material 

gen�tico), n classe Ribohê5-/,ica; (virions com capsideo de simetria helicoi-
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c1o.l), à. order.i Rho.bdcrvirnles (ribovirus de nucleoco.psideo nÚ), à. subordem 
, , ' p . Rigidonrales (nucleocn.psideos rigidos) e a familia Pccchyviridae� Nns

sugestões apresentadas por Lwoff e Tournier, o VRF seria o representante 

típic� desta família, recebendo o nome específico de P-ª�hYY,.iJ;U.,..g_crotru.Jam,o 

A distribuição geogrtfrica dos virus do grupo do VRF � l::nstante Dlll-

, . p . p 

plcc., tendo ja sido descritos na Europa,. m Amarica do Norte,\) e tambem no. 

JapÕ.o (Tomaru, 1964) .,. O VAP parece ser o seu primeiro representante, na 
, 

( 
N 

) 
O Americn. do Sul Costn et nl., dados no.o publica.dos e a.parentemente. na.o 

t • rt'" • ... ;. A em a impo ancia econoraicn. que certos integrantes deste grupo tem, :p1r-

ticularmente na Europa.4' 
f - , 

Virus do grupo do VRF tem um vasto circu.lo de hospedeiras (Noordam1 

1956; Uschdraweit & Vnlentin,, 1956; Schmelzersi 1957; vem Slogteren, 1958; 

Costa. et gJ.., dados nô:o publicados); são relo.t.ivamente está"veis$ conforme 
, 

indicam suns propri0da.des .físicas i,_q, y�tr,2 ( van der Wnnt,, 1952; Schmelzer ,, 

1957; Caclmo.n & Harrison, 19.59; Costa et al�� dados não publicados)o A 

transmissão mecânico. do VRF : feita fÕ.ciJ.mente., exceto n de certos isol.9:. 

dos inst�veis (Cadma.n & Ho.rrison, 1959),, 
... A 
Estes tem sua infetividade sen-

' � � 

siveJmonte majorada,qunndo o suco da.s plantas infetadas e extraido em -

presença de fenol, o que levou alguns autores (&lnger & Brandenburg, 1961; 

Caclman, 1962) a sugerirem que tais isolados. ocorressem como â'.'ciclo nucl�ico 

livre. 

InvestignçÕes sÔbre relações iounol;gica.s entre diferentes isolados 

do VRF, encontrados em diferentes partes do mundo, mostraram
1
quase sempre

1 

a existência de agrupg.nBntos antigênicos comuns (Oswnld & Bowman, 1958; 

Cadman & Harrison ., 1959; Wnlkinscha.w & Larson,. 1959; Costa ��J11. ... -., dados 

não publicados; Maat, 1963; Allen, 1963bi Gold .?.�p=ªJ."J1 1963; Tomaru, 1964; 

Oliveira.,, dadas n;:o publicados) o

Arullises quimicas feitas eI!l preparações pu.r:.f.ic,�da.s do VRF mostra;... 

rrun que as particulo.s têm 95% de proteina. e 5% de lÍ'.ciclo ri'l:onucl�ico (RNA); 

êsto pode ser separa.do da p:i.rte proteico., mantendo a inda E".10. infotividade 

(Harrison & Nixon, 19590., b) • Silva (1965) obteve ree-'..ütados similares com 

o VJi:P, tendo ainda. feito a determinação da composição qualitativa dos �ci-
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- .q, -

dos o.mino.dos.e bem como de ;ciclo a.minado terminal (Iis�f do.- pr-;-t�Ii;;,- ;--;:�- -----

proporção relativa. dos nucleot:ic1ios do RNA dÔste virus. Semoncik (1966) -

iclentificou quantito.tiva e qualitativamente os �ciclos a.ninados da porçã.0 

proteica de um isolado californiano do VRF, verificando o. ocorrência de 

I8 �cidos nmina.dos, 1 a mais (histiclina) que o VAP. 
,. , 

b. M;icroscopia electronica dos virus do grupo do VRFe

van der Want e RozendaaJ. (1948) foram os primeiros a examinarem ao 

microsc;pio electr�nico preparações de plo.ntas infetadas pelos vírus de 

•rattle11 do fumo e do mo·squeado do crule da rota.ta, tendo encontrado par-
, 

ticulas em forma ele bastonetes, ele 150 e 300 mf de comprimento •. 
Paul e 

Bode (1955) utilizando cr- m:todo do exsude.to de Johnson (195L), reinve:sti-
, 

garam a norfologia das pa.rticulas de diversos isolados do VRF,- confirmando 

a forma em bastonete das mesmas, e que tinham cêrca de 20 mf de cliruuetm, 

e erom de dois tipos quanto ao coraprimento noroal (CN), respectivamente 70 

Paul e Bode atribu.iram n. presença c1e partículas de 300 mp /3ncou
Â , - � 

tradas pelos autores_holandeses a uma possivel contaminaçao com o virus do 

mosaico comum do .fumo. 

Tentando explicar a e:idst�ncia. de ciois tipos de particulas do VRF, 

K8hler (1956) sugeriu que virus de forma alongada multiplicar--se-iam por 

crescimento terminal. O VRF teria. pontos de rupturas a 70 e 180 ff' aiteI, 
, . , 

na.damente, acr longo das :r::articulas em crescimento, enquanto em outros virus, 
.. " " 

este ponto de ruptura seria equidistante, originando p'.lrticulas de um so 

tipo quanto ao comprimento. 

Harrison e Nixon (1959a) obtiveram prep:i.raçÕes altamente purifico.das 

de um isolado brit&iico do VRF e, por meio de ultra.centrifugação em grodie,!l 

) 
f . 

te de dcnsidn.de (Bra.kke, 1953 , sep,-:cro.ram as p:1.rt1culo.s longo . .s das curtas, 
, ,,

demonstr:.1ndo não ho.ver,entre'elo.s diferença.s no.s propriedn.des fisica.s, qui 
, 

. ' ' 

micas e imunologicas ., .embora a. infetividade estivesse soncnte associo.da ns 
' "' ' t 1 . particulas longns 11 A proporço.o entre as particulas cur a.s e ongo.s variava. 

em um mesmo material de 2G.tl at� 2:1 (Ha.rrison & Nixon, 19590.; Hb.rrison, -

1961) • · Ali�s, tem sido uma. ca.ro.cteristico. gernl de os virus do grupo do VRF

apresentarem 2 ou mais tipos de p:i.rticulns qm.nto o.o cor.1prir:J.ent0' ( Quadro 1), 



' 

' 

, Quadro ·1. Valores dos comRrimentos no:izn..1ª.i§_das_Rar::t;icula&.JElr__tf.s e longa§., 

determinados mra diversos isolo.dos, estirpes e virus c19 grupo dQ. 

"rattleu do fumo (VRF) • 

-----------------�------· ----,.--------------

Comnrimento b.ormal ( rrm_) 1 · 

Virus 

VRF, 11Distel II e 11 Stem 
mottle11 da batata 

VBF, isolado PRN 

li li 

'1Early browning" da 
ervilha, Holanda 

"Early bro-wning11 da 
ervilha, Inglaterra (l)i� 

VRF, em batata, Ca
lifornia 

VAP 

(2) 

VAP, isolado Bidens 

VRF, isolado de 0regon 

ti li li 

11 Corky ringspot" da 
batata, Wisconsin 

VBF, em alface, California 

li li li 

VRF, isolado do Japio 

VRF em pimentão, California 
Isolado B 
Isolado C 

VRF, isolado à.o. Florida 

VRF, isolado de Belladona 

VRF, cultura SP (1) >< 

(2)" 

VRF, isolado VH,Holanda 

Partícula I Particul� 
longa I curta 

180 

180 

191 

210 

187 
187 

200 

200 

. 197 

200 

194 

200 

200 

196 

180 

180 
180 

195 

189 

188 
188 

187 

70 

70 

78 

105 

78 

46 e 55 

100 

5, 

52 

105 

79 

60 

100 

46 e 88

70 

50 e llO 

50 e 80 

81 

44 e 92 

114 
8,S,100 0 .ll2 

46 e 55 

Paul & Bode., 1955 

Harrison & Nixon, 1959a 

Harrison & Woods, 1966 

Bos & van der Wnnt, 1962 

Harrison & Woocl.s, 1966 
1 

.O swald & BovJ1I1an, 19 58 

Costa�ª' 1960 

Harrison & Woods, 1966 

Allen, 1963b 

Harrison & Woods, 1966 

Allen, 196 3 a. 

Çk)ld �., 1963 

Harrison f" Woods, 1966 

Tomaru, 1964 

Semancik, 1966 

Harrison & Woods, 1966 

Harrison & Woods:, 1966 

Harrison & Woods, 1966 

Harrison" & Woods, 1966 

i� Segundo Harrison & Woods (1966), em certas culturas, as dimens�es das -
particulas curtas se alteravam de (1) para (2) durante as subculturas sucessi 
vas., 



; ,,. , , ' ' , sendo atribuída o. infetividn.de destes virus as pnrticulo.s longn,s, embora. 
. 

- -
t alguns autores no.o excluam totn1monte a possibiliclnde de as part1ct1las -

curtas serem infetivas (Harrisorr & Nixon, 1959a; Silva, 1965; De Zoeten 

& ShnJ.Ia, 19660., Semo.ncik1 1966; Oliveira, dados ndo publicados). 
. 

, Nixon & Harrison (1959) investigaram a ultrnestrutura das pn.rticu-

las do VRF pelo. t�cmica de contro.sto.çô'.o nego.tiva. e positivo., Ii.lostr:111do -
, 

terem tanto as po.rticulas longns como curtns, forma tubular, com 17-25 mp-
de dirunetro externo, nedindo o co.nal md.ru. cêr cn de 4 mp de largura.- De-

terminados tratanentos revelar2r;i bundas transversais o.o longo da:s partí-

culas, as quais leva.ro.m a.quêles autores o. sugeriren unn. estrutura helieoj_ 
, 

do.l para partículas do VRFo 
, • 1 , � • 

O virus do "early browning' do. ervilhn. tem pó.rticu.las de dimensoes 

ligeirnmente dif crentes do.s do VRF 1 tendo as partioulns curtas o longas 

respectivamente 105 e 210 mp. do comprimento .(Bos & van der Wo.nt, 1962).,. 

Isolo.dos do VRF encontrados em diferentes partes-dos Estados Unidos,- nf� 

tondo diferentes cu.lturns, t�m sic1o morfol;gicnmente sinilo.res o.o virus 

do 8eo.rly brovm.ing11 da ervilha., embora o.s investigações serol�gica:s in

dicassem relações apems com o VRF (Osvruld & Bowman, 1958; Walkinschaw & 

!Arson, 1959; filen, 196Ja,b: Gold et nl •. , 1963; De Zoeten & Sha.lla, 

1966a; Semo.ncik, 1966) e Apenas UI!l dêl,es,inc1uzindo o 11corky ringspot" da 
, 

batata, difere dos outros peloJ 
fo.to de o.s particulas curtas medirem 60 

mu (Allen, I963n.). 

Semancik (1966) investigando mn isol�do do VRF, obtido de pimenta 

(Capsicum frutescen§ L .. ) por Paulus et al. (1963) verificou que 
,,. este

por sua. vez constituía-se numa mistura de 2 isol::tdos., .Ambos procru.zem .3 

cama.das na ultracentrifugação em gradiente de densidade, diferenciando-se, 
, ; 

ap_enas 
I 
no compr:imento das p.'.U'ticulas que fornnm a cruno.da intermediaria,.

, 

Determinações preliminares do CN das particulas do Vl-iF indicarnm.
J

� 

to.mb;m a exist;ncia de 2 tipos de part:iculas, aproXÍli1o.d:i.mente de 55 e 200 

mf de comprimento (Costa�º' dados não publicados)o 



.... 6 · ....·

. " 

Aparentemente 
I 
o.s diferenças no CN das po.rticulo.s dos diferentes -

virus integrantes do grupo do VRF n;o serior.1 tão gro.ndes como inicial- -

mente determinadas. Ho.rriaon e l.Joods (1966) comparo.ndo em concliçÕes s i 

mi1nres divei-sas ptopriecbdes de l.b isola.dos diferentes do VRF, prove

nieil'te& de vtrfo.s partos do :c.1undo ( 5 britânicos, 1 holo.nd�s, J norte-- -

américa.nos e 1 brc,sileiro), cli.viclira.r.r-nos em 3 serotipos - I, II e III -
. , 

" 

. " , . , . 

cujas po.rticula.s longas mediam respectivamente 188, 195 e 197 mp, toc1ós

êles ·com· coeficiente de sed:imonto.çÕ:o · ao redor d�· 3058. Os isolo.dos eur2, 

peus constituíam o serotipo I, estando distnntomentê relo.cionndos com o 

VAP, que rep·rosenta.vo. o serotipo III. A ' 

Este por sua vez era longinqua.me,n 

te relo.cionndo 110 s isola.dos nórte-a.meric..1.nos, formando o sorotipo II. -
- , � , 

Harrison e Woods no.o conseguiram encontrar relo.çoes sorologico.s entre os

isolo.dos europeus e norte-a.merico.nos.:i mas , . , , . outros autores ja. as obtivéro.in 

antoriorrn.cnte (Oswnld & Bo�a.n, 1958; 'W,llkinscha.w & Lo.rson, 1959; Allen, 

1963b; Semo.ncik, · 1966; De Zocten & Shnlla, 1966a) • 
,. ,, , Em relaça.o ns particy 

las curtas,Harrison e Woods separaram os diversos isolo.dos em 6 grupos., em 

que seu comprimento vàrio.vo. do 43 a. 115 mf• Êstes grupos,todo.via não· -

correspodem aos serotipos. Mencio!k"l.lll a.inda êles,. que em certos· isolados}' 

o comprimento da.s po.rticulas curtas variou durante a subcultura (Qu;dro 1),
. . , , , . . � 

embora à fato pudesse ser .atribuído a uma conta.miriaça.o. 

Êste estudo coopar�tivo permitiu o. Harrison e Kl.ug (1966), cónfron. 

tando o c6eficíente de sedimentação e o comprimento das particulas curtas 

e longa.s cios difor�ntes isolo.c"cos do VRF, verificarem UI!la corrolo.çÕ:o posi

tiva entre êstes - parâmetros. 
, . , , 

Mn.rkho.m et ale (1963) utilizando um motodo estroboscopico, demons-
. , ;.. . . 

tr.aro.t1 a exist;ncia de 25 1/3 subunidades r:iorfologicas (co.psomerCYS) dis-
,, 

, � _•. � . 

postas radialr:lente, qunndo as partículas do VRF ero.m vistas de t0po. De 

Zoeten o Shru.lo. (1966b) contudo, encontraram apona.s 16 nas mesi:nas condi-
,, 

çÕes, em UEI isola.do californiano do VRF • OffoJXl (1966) empregando um me-

todo mais refinado de contrasto.ç;o negativo. (Lebermo.n, 1965), confirmou 

os resultados de Markharl �• (1963)e 
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Atrav:s de microscopia electrÔnica de alta resolução, 0fford (1966) 

estabeleceu os valores de 256 A para o dirunet:ro externo e 25,5 A para · o 

passo da h:lice formada .pelos capsómeros do VRF. 
, ... Uma especie de formaçao 

anelar foi notada a 82,4 A. do centro, mas o autor não p;de afirmar se ela. 

indicaria a posição do RNAe A A Com base nestes parametros, 0fford çalculou 

o pês� molecular dos capsÔmeros (24.000 d), cujo valor concordou com aqui

le1 deduzido atrav�s de an:lises quimicas. As partículas longas (ca.1800

A de comprimento) teriam assim 18.30 capsÔmeros1enquantcr as curtas (ca. -

700 A de .comprimento), 660. Supondo 4 nucleotidios por capsÔmero, o pêso 

molecular .total das particulas longas seria 46 x 106 d, e das menores -

.16,5 x 106, Harrison e IG.ug (1966) baseados no coeficiente de sedimentação
, , e na morfologia das particulas, deduziram valores semelhantes. Tais num� 

' 

( ) 
.. .. ros con.cordam com aqueles sugeridos por Paul e Bode 195 5 , mas sao· cerca de 

·25% superiores aquêles dedl zidos por Silva (1965) para o VKP, fundament,g 

, , ... , 
dos em metodos espectrofotometricos e �s mediçoes das particulas

, , . t, A maioria dos vírus do grupo do VRF e transmitida por nema oides

(Cadman, 1963), tendo S[nger et ale (1962) sugerido a possibilidade de 

esta transmissão ser do tipo persi�tente, baseados na presença. de partic� 

las tipicas do VRF em extll'atos infetivos de Trichõdorus christei virul:Í-

.. 

Silva (1965) menciona que o tratamento de preparaçoes purificadas 

e infetivas do VAP ,. a 85QC/90", induz a ruptura das particulas em fra:gme.u 
, , tos curtos, ou o afrouxamento da estru.tura helicoidal das particulas, alem 

da eliminação da infetividade. 
rl., 

Edwardson (1966) e De Zoeten e Shalla (1966b) relatam trabalhos so-

bre microscopia electrÔnica do VRF in situ. Edwardson limita-se a menciQ. 

nar, vagamente1que não encontrou inclusões intranucleares e nem as do tipo
, 

induzido pelos virus do grupo do Y da tatata, em tecidos de fumo infetado

pelo VRF ... De Zoéten. e Shalla por outro lado, demonstraram em tecido fo

liar de fumo 1infetado por um isolado californiano do VRF', a presença de
N "

'° p ' 

inclusoes citoplasmaticas,formadas de partículas semelhantes aquelas en-
, 

centradas in vitro o Tais particulas formavam arranjos cristalinos e apa-



reciarn 8-10 dias ap;s a inoculação, nos. brotos axilares, situados acima da 

fÔlha inoculada, mas posteriormente elas se desagregavam� dispersando- se 

no citoplasma. tstes autores dizem ter encontrado particulas curtas ... no -
, N 

interior de •celulas infetadas, embora nao apresentem nenhuma micrografia. 

electr;nica comprobatÓriae Baseados nesta evidência
J
sugerem êles ) que, as ...

particulas curtas nãa- resultariam de artefatos de preparo, mas seriam pro ... 

dutos l'láo infetivos da infecção. tister (1966) 1 por outro lado, ressalta· a 

importância das pe.rticulas curtas, quando sugere que a produção de formas 

est�veis do VRF estaria condicionada � sua presença no iooculo, pois elas 

conteriam informações necess�ri�s para o.capeamento do, RNA do VRF pela prQ. 

teÍna,. Todavia as evidências apresentada.a nã.o são convincentes. 

Ha.rrison e Woods (1966) relo.tnm uma. ligeiro. diferenço. entre as ex-
, 

tremidn.des do.s pnrticuln.s de diversos isolo.dos do VRF, sendo umo. delns -. 
Á , , , 

concava. e outra, convexa., e ttnmbem1que ns purticul::i.s do virus do "ea.rly

bro't,l'l'ling" da ervilhn seriam um pouco estreito.a (em cêrcn. de 6, 5%) do que 
,. 

o.s do VRF, o que viria. explicar certa dif erengi:l. ·no comporto.menta .daquele -
f N A H 

virus em relaço.o. a este, durante a sedimentaçaoi, 

Na clo.ssif icaçâo dos virus o.longados, . roseo.dC\. na morfologia. das par.; 

t:Ículas (Bro.ndes & Wetter,. 1959; Brandes, 1964; Bran<;ies & Bercks, 1965), - ,; 
, N� •" , ;. , 

no grupo ,morf'ologico doVRF esta.o incluídos alem deste, os vírus do "early 

browningtt da ervilha, do mosaico em faixo. da cevado. (Hordeum 't:'ü.lgw:e L"') 

CN= .130 mp, e o do mosaico do trigo (Mtiçqm sqti:mm L.,) transmissível 

pelo solo- CN= 160 mp.• , .., . Todo.via a.te o presente, no.o foram estabelecidas -
, 

relações �e parentesco entre os dois ultimos com os primeiros. 
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3 - �IATERI.AL E MÉTODOS 

, No presente trabalho, utilizaram-se quatro isolados do virus do anel 

do pimentão (V.AP), denominados respectivamente· São Carlos, Jacutinga, Bidens 

e Itapeva (Costa et al., e Costa & Kitajima, dados nio publicados), manti

dos na coleção da Seção de Virologia do Instituto Agronômico., 

Plantas utilizadas 

Foram seguintes as plantas, inoculadas ou não com um dos diferentes 

isolados·dQ VAP acima mencionados, empregadas para microscopia electrÔnica: 

Solanaceae- fumo (Nicotiana tabacum L.)- s (1�- lesões locais� s-- infecção 

sist�mica;.); N,.. glutinosa L"'- s; pimentão (Ca:psicum annuum L.)- s; pimenta 

(Ca.psicum pendulum Willdo)- s� tomateiro (Lxcopersicon esculentum Mill.)

s; maria pretinha (Solanµrn nig!'B!!! Le)- s; Compositae- girasol (HeliAAthu.s 

9:EPJlUS' t.)- s; em:úia (;§m_i.J.!a. nammea Cass.)- s; picão (Bidens pilosus L.) 

s; Chenopodiaceae- ChenoPpdium a.maro.nticolor Goste ê Reyn. ll; e, guinoa 

Willd.- 11; fl• murale- ll; Labia.ta.e.-- cordão-de-frade (Leonotiei; ne;m.etifol;i;a_ 

(L.,) R. Br •. )- s; Amnranthaceae- perp�tua. (Gomphrena globost1 L.)-s.. As 

plantas foram inoculádas mecânicamente, e utilizadas quando mostravom rea,

çÕes locais ou sintomas sistêmicos conspicuoso 
, 

b. Metgdos

Determinacão do_comprimento no·rmru.- m�todo do "di:t;ming" 

A fim de se determinar o comprimento norrnp.l (CN) (Wetter & Brandes,. 
� A 

1956; Bode & Paul i 1956) das particulas do VAP, prepararam-se folhas de 
... , ,. 

plantas infetadas com um dos isolados deste virus p,�ra microscopia electr2 

nica:, pelo. t�cnica. do 111dipping7 (Brandes, 1957). Pequenos fragmentos da 

f�lha foram cortados com 110.valhas esterilizadas, e mergulho.dos em uma gÔta 

de. �gua destilada, mantida sÔbre uma. telinha porta objeto9 
previamente co�

,. d ' t· berta com-uma pelicula e plas icoo Apis alguns segundos, êste frC!.gmento

foliar era retirado, elimino.ndo o excesso de liquido sÔbre a telinha com 
. , , 

o au::d.lio de papel filtro o- A telinha era a segui'r metalizada o. vacuo eom 
, . ,,, 

. . /.' . po.ladio ou cromo, sob um angtt1.o de l0-15º e examinada ao microscopio e-

lectrÔnico a umo. magnificação instrumental de 5o000x., 
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, . , 

Uma; variante desta tecnica., em que :se combina. o metodo do ndipping" 

q.om o d11_ contrastação_ negativn Kitaj ima, (1965b) foi tnm �m empregada. -

Nêste l)l'Ocesso, uma gÔta do corante ( so]uçô'.o a 1% çlo �cido fosfotungstico, 

neutra.liznda: com KOH N, e contendo traços de albumina. de sÔro .bovino) erti 
,. .. ,. 

ooloça.da. :sobre. uma. superficie pa:r:-a.f ina.da. ª Nesta gota era posta a f�ut11ar 

5-10 pequenos .fragment.oer do tecido foliar, ªcortados com na.valha,·, esteril,! 

za.da.. 
. . . , , 

A seguir, uma telinha porta.---objeto coberta com película de plastico 
� ... 

ou carbono, era trunbem posta a flutuar nesta gota por alguns segundos, com 
.. , 

a· face coberta pela pelicula em contacto com o liquido. A telinha era 

então r,et;i.rada, removendo-se o excesso de liquido com papel filtro, a
1
im.� 

, ,. 

çli,atamente,a seguir, examinada ao microscopio electronico., 

Em ambo.s os casos os negativos das mic:mgrç1.fias elec"ti,rÔnicas foram 

amplip.das a umn magnificação final de 50 .Q�xfem _.um -�plia.do� fotográ:r:1,co. 

O comprimento das ]:Xl.rticuJ.a.s ero. então medido e os valor.es crbtidS,$t. dJ�:fivi 

bui<ios e:m classes de 2� m-p- de intervalth A. calibração &-i _Ill�gn�;1.,:caçãr:, chd,a. 
, A N 

pelo· microscopio electronico foi feita se�ndo as instruçoes: do. firma_::fa-
, 

bricn.nte o que pode .. dar um desvio de ate .:!:. .. 5%., Brandes ·(19�). s�g�r:i.'1:_;·_ a:., ..
. " ' ' 

me,p.surp.çtto. em condições comparativas�- do virus de compr.��11to, no!'},_llal. ainda 
... nao determinado, com outros cujo CN acha-se _bem estabelecido, pois a magrtj_ 

..,• ,!' A /t , 

f'icaçao absoluta do microscopia electronico quase sempre e de dificil detiài' 

m��ação,_e pode variar de um momento para outro. Nestas condições, diz

êle 
I 
que difereri,çás, _c:L� ordem. de 10 mf entre Cl\T. de diferentes virus podem

ser detectadéls,, Assim, para controlar os resultados das determinações do_ 

CN do VAP, foram feitas em algumas ocasiões-, medições - comparativas dêste 
, .. 

) virus com o virus do mosaico comum do fumo (V.MCF , cujo ·GN acha-se .muito.· 

bem e1efinido': (= 300 IDf)., Para esta finalidade, preparações do VAP e- do 
, , 

VMCF, pro venientes de plantas da mesma especie, foram feitas pelo metodo 
. p A , 

de "dipping" e examinadas ao- microscopio ,electronicoo: Uina. serie de micrQ. 
-.;.'' 

grafi®.s electrÔnicas de uma à.as pr,eparaçÕes era tomada. Esta era imedia;.,.. 
1' e, ,- Jt 

tamente· substituída pela preparaçao do outro vírus .e tirando-se outra .se-,-. 

rie de fotos
y 

sem pr;ticn.m.ente tocar nos contrÔ;J..es de focal:i.zaçâo · do 

apal".elho,, 
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Preparações de plantas não inoculadas_ trunb;m .foram examinadas ao 
, ... 

microscopio electronico po.ro. servirem de contrÔle.· 

Contro.sto.ção nem_tiva e J2(2sitivG 
, Detalhes ultra.estrutura.is das po.rticula.s do VA:P foram ·investigadas 

, -

pelas tecnicas de contra.staçao negativa ou positiv:1 (Brenner & Horne, --

1959; Huxley & Zubay, 1961)., Preparações . ru. tronente purifico..dn.s e infeti_ .. 

vas--do VAP, obtidas por ciclos de ultracentrifuga.çÕ:o diferencial e em 

gradiente de densidade, (Oliveira, da.dos mo, publicados), foram utilizadas 

pa:ra tal pro�sito. Amostras para microscopfa. électrÔnica foram colhidas 

destas preparações, antes ou depois da ultracéntrjfugo.çó".o em grf1.diente 

de densidade. 

Estas amostras errun usualmente diluida.s o. UIIla concentriçno a.dequada 

em �guo. destilado. eu em solução de to..mpâo f osfa.to O .,Oll'I. a pH- 7 .. Uma ·góta. 
r, . . A � desta suspensa.o era colocada sobre uma. superficie po.rafinada, é.uma teli'. 

nha. porta-objeto para; mi,croscopia electrónica, pr�vinn1ente coberta" com . 

pelicula de pl�stico ou cl:'.l.rbono, era posta a flutuar .sÔbre a·gÔta: durante 

·. 30 a 60 segundos. 
, 

('()m o amá.li� dé uma pinçn a telinha em retiro.dá · da
A • , 

gota, removendo-se o excesso de liqi,tldo da telinm, e.cm papel filt� dei
. N ' , ' xando-S:e secar a -resta.nte da suspensa.ô aderente a pelicula o. temperatura

a:mbi'ente. Para contrastaç�o pos itiva, a telinha era novamente postá a.

flutüa;r numa gÔta de soluç;:o sa.turo.da. de aceto.to de u.ranila . .l' com o. peli-

: cu.la em contacto com eJ:a., dura.nt e 2 horas {Huxl ey & Zuh.1.y, 1961) • . Findo

o tratrunento, - a telinha era removida do corante, lavndo. cuidadosamente -

com �gua destilada e depois de sêca, eJcD.minado. ao microsc�pio electr6'nicoo
,. ..

Para contrastaçc.o negativa, a soluçô:o de acetato de urnnilo. era substitui
, 

do. pela de acido fosfotungstico, a 1% rieutrnlizada com KOH N, e contendo
. 

- tN 

traço_s de albumina.$ Nêste caso .:i o conto.etc da telinhà. com, e. solügao co-

ro.nte foi de a.penas al�uns segundos 
, ,. ' 

O exame electrono-microscopio destas prepa.raçoes foi feito a magni-

ficaiçÕes instrumento.is de 20 .. 000 CL 80e.OOOx, utilizando-se o. condensador 

duplo e dio.fro.gmas no. objetivo., de 20 e 50 p- de diéunetroo 



Tratamento enzimi:rtiéo do VAP 

Para ·avaliar-se .ó ·efeito da tripsina, e dá rfbonuclease (RNase) so-

. ,. " '  , .. � 

bre a estrutura das··pg;rticulas; :preparaçoes purificadas do VAP, foram ín ... 

cubadas em ·presença de' cada uma destas enzimas', ou de ambas, a 37º0 dur�n 

te l hora. Para êste tratamento, as preps.raçÕes do V AP foram mistúradaS 
. . . . 

em partes iguais, com soluç;e·s de tampão fosfato, 0,0J.M, pH 7, contendo .. 

· enzimas na c:oncentração de 2%"' A solução finàl era colocada. em um tubo -

de vidro·de paredes finas, e incubadas durante l hora, ein banho maria a

37�G. :Preparações do VAP, sem as enzimas,· incubadas ou n'ão a37ºC, ;epr,2_

sentavam os contrôles,. A tr:i.psina utilizada 0ra DIFC0 (1: 250} e a RNase

(5x, cristalizada, de pancreas de bovino, gr�� A),Calbiochem .• Encerrado

o tratamento, amostras foram retiradas para rr.icroscopia electrÔnica e ex�

minadas ap;s serem contrastadas negativamenteº AS preparações tratadas e

os contrÔles foram novamente ultracentrifugados para se eliminar o efeito•
'

inibidor das enzimas, e testadas quanto a sua infetividade.
,. . . 

Trata.menta termice d9-..Y.:.Af: 
' , 

A fim de se verificar o que sucede as partículas quando deixam de 

ser infetivas pela ação do calor ., aliquotas de 1 ml de preparações. altà.me! r 

te purificadas, foram colocadas em ampolas de vidro .. de paredes delgadas, 
. . , ' .... 

as quais foram seladas e mergulhadas em agua aquecida e mantida a temper-ª. 

tura constante, de 40 a 90ºC, em intervalos de 520, durante 10 minutosG 
·. . A 

Ao fim do tratamento, as ampolas eram imediatamente mergulhadas em." geló -
,, , . , •. . , , -A· .. �: .1 fundente, e o seu conteudo examinado ao microscopio electrcinico apos serem 

, . . . _, . .., . . . ' 

Uma alíquota dó material aquecido era testada_ contrastadas negativamenteº 

quanto à irifetiv_:i.dade. Como contrÔle, uma amostra ficou sem ser aquecida,, 
, , . A 

Tecnicas histologicas para micrgscopia electroniÇã 
. .  

Tecidos de plantas infetadas pelo VAP foram investigados sob o as-

pecto 4istol;gico, atrav;s de secções ultra-finasQ Pedaços pequenos (1-2mm2) 

de tecido foliar de plantas (fumo,, filcotiana_j;lutino,sa, maria pretinha, Pi 

menta, pimentão, tomateiro, Che,110:Rod,ium ;am�ranticolor, picâ'.o e perp�tua) -

infetadas com um dos isolados do VAP foram usualmente fixadas em mna solu

ção de tetrixido de ismio (0s04) a 1%, em tampao fosfato de sidio, pH 7, - ·
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0,2 M durante 10-12 ho�as, a 4ºC (Millonig, 1964). Eventualmente outros 

fixadores como o de Pa:I.ade (OsO 
4 

em tampão veronal..-acetato-Palade, 195�}, 

de· Cauldield (fixador de Palade, contendo sacarose- Caulfield, 1957) , de 

Dàlton (fixador cromo-ismico - Dalton, 1955), aldeido-glut�ico seguido ?U 

não de �-s--fixação com O'sO 4 (Sabati ni �, 1963) e permanganato de. pot;.§. 

sio {KMnO} a 2% com ou sem tampão (Luft, 195S; Mollenhauer, 1959; Warmke 

& Edwardson, 1966).,. Al�in de tecido foliar, tecido radicular de tomateiro 
, 

e fumo; tecidos do apice vegetativo do fumo r mesocarpo do .fruto de tomatei 

ro e u.ma. inf'loresc;ncia anômala de tomateiro, infetados por um dos isolados 
, , . 

do VAP, tambem foram fixados por um dos metadas àcima referidos.. Com rel@:. 

ção- ao tecido radicular, particularmente no tomateiro, uni. sistema excelente 
, , 

foi o de utilizar raízes adventicias produzidas em caules de tomateiro, -
, , , mergulhadas em agua, e que permitia coletar raizes em diferentes estagies

de desenvolvimento com extrema facilidade de manuseio e condiç;es de limp,g, 
, , N 

zà, alem da excelente reprodutibilidade dos resultá.dos. A,pos a fixaçao, o 
. , N ' material. era. desidratado em serie de concentraçao crescente de acetona, a 

� . , . 
baixa temperatura, e em periodo relativamente curto, e incluído em: Epon 812

(Luft, 1961) ou Araldita 6005 (Glauert & Glauért, 1958). Secções ultra-f�nas 

( 50-70 mf de .espessura) foram feitas em um ultramicritomo Porter.-Blum, mo

dêlo MT-1, utilizando-se navalhas de vidro, e contrastadas éom.citrato -

(Reynolds, 1963) ou hidr�rido (Karnovski, 1961) de chumbo.1 e/ou acetato de 

.uranila (Watson, 1958) º ilgumas sec�es mais espe.ssas (O, 5- .1 p de· espes-
.· , . 

. 

sura) foram preparadas para serem examinadas ao microscopio convencioI1tJ;l,; 

sendo coradas com uma mistura de Azur II e Azul de metileno...;�ra..;c, a ·.· 1% 

(Richardson et alo, 1960); tàmb;m pedaços de epiderme de fÔlhas foram fixã 

da:·s br�v.emente (30-6o 11) em. aldeido glut�rico (.3%. em tam,pâo fosfato de sidio 

0,15 M, pH 7) e examinadas :diretamente ao microsc�pio convencional& 

Al�m dos tecidos, sedimentos de preparações do VAP, purificadas e 

infetivas, obtidas por ultracentrifuga'gãê, foram processadas como se fossem 

tecidos (fixação, desidratação e inclusão), · e secciõnadas em fatias u1 tra

finas, e examinadas ao micros cipio electrÔnicoo 
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TÔda: microscopia electrÔnica do· presente trabalho foi feita. em um 

aparê1.ho IDIT.SKO"P I, a.a Siemens ( 
2

) , instalado no 1abaratÓ:CiO. à.e T\liC.rOS-
.. - ,. 

copia electronica da Seçao de Virologia, ·Instituto Agronomico .de Campinas. 

( 2) Doação conjunta da Fundaçio Rockefeller e do Conselho Nacional 

de Pesquisas. 



4 - RESULTADOS 

,. 
a .. Morfologia das partículas do. 11'.AP

. . . . . . _,. , 

Determinação dp comprimentçr_normal 

Em tÔdas as preparações r�pidas para microscopia electr;nica, feitas 

a partir de plantas infetadas por qualquer um dos 4 isolados do VAP, foram 

encontradas sistem�ticamente particulas em forma de b:tstonetes rigidos, de 

cêrca de 20-25 mp- de diâmetro e de dois tipos predominantes quanto acr_ com

primento, respectivamente de cêrca de 55 e 200 mp-, confirmando as observa

ções preliminares de Costa et al,, (dados não publicados) (Figsa li..-�; 21,B)" 

Em nenhum caso, particulas similares foram encontradas em preparaçÕe·s fei

tas a p:i.rtir de plantas contrÔles, não inoculadas (15 esp�cies, pertencen

tes a 5 familias)o 

0-s comprimentos daquelas particulas formavam uma distribuição nitid�

mente bimodal, originando uma curva com dois picos acentuados nas classes 
' ,. 

50 e 200 mp-,. correspon.dentes as partículas curtas e longas respectivrunentep

O comprimento normal (CN) destas part:iculas foi determinado calculando-� 
, , . 

, a media aritmetica (Brandes & Wetter
1 

1959) das particulas integrantes da� 
\' " 

classes 25-75 mp- para as particuJ.ns curtas e, 175-225 mp para as longas. 

Obtiveram-se valores de 54 e :t99 mp para os CN das particulas curtas e 

longas respectivamente, considerando-se o total das partículas medidas 

(c-êrC3. de 8 mil)º Não houve diferenças signifi�_tivas liêstes valores a-
, ' 

tribuiveis as diferenças de iso lado ou da planta hospedeira, considerandcr-

se as variações at: da ordem de 3-5% na rno.gnificação do microscipio electr� 

nico (Fig. 3 - Quadro 2)" 
, ~ " 

Tambem nao se notou diferenças nos valores do CN das partículas cu� 

tas ou longas do VAP� quando o material infetado foi preparado :i;nra microg 
,. I' 

) copia electronica pelo metada do 11dipping' convencional (lrandes, 19137 ou· 

combinado com a contrastação negativa (Kitajima, 1965b) (Fig& 4A - Quadro 3A)o 

Determinação dos CN das particulas do Vlü' e do VMCF, em condições 
' 

comparativas, deram sistematicamente valores ao redor de JOO ml1 para o 
, 

VMCF e 55 e. 200 ml1 para as particulas curtas e longas; respectivamente, do

V/lP (Fig,, 4B - Quadro JB) o 
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Quadro 3. Comprimento normal das particvias do VAP. A - Em preparações feitas 
, 

pelo metodo do �ping:11 collJL.f.;mciQnQJ,_.::,';,rsus 11dipping11 contra.:staçãb ne-

gativa; B - Medição Colfil2..arativa das partículaià.._g__o VAP e do VMQ[. 

A. 

B. 

Vírus e/ou tratamento 

Isolado são Carlos do Vap, 
11 dipping" convencional 

fumo 

11dipping" contrastação negativa 

Isolado são. Carlos do VAP, fumo 
(11 dipping" convencional) 

VMCF, fumo (idem) 

-

:n:i 

40 1 

64 

83 

-

---

CN1 n2 
1 

fN2

1 

52 40 1 200 

52 109 199 i 

53 237 200 

= 235(1, ) 301 

_ .. ___
nq 

-·

116 

233 

342 

344 

Ili - nº de particulas nas classes ,25 a 75mp. inclusives; n2, idem, nas classes
175 a 225mp.; N - nº total d� particvias medidas; CN1 e CN2 - respectivamente, 
comprimento no�mal das particulas curtas e longas, em :r.rp.. 
(1) nº de partículas nas classes 250 a 350mf inclusives.

·- ·- ·- ·- ·- o- • 

Quadro 4. Comprimento normal das mrticulas do V.AP (isolado sB.o Carlos. em fumo) 
,. em preparaçoes purfilcadas antes e depois de �em ultrê&.Q._11,tJ:'ifugadas -

em gradiente de densi�. 

Tratamento 

Antes da ultracentrifugação 
diente de densidade (UCGD) 

em gra-

Camada de topo, apos 1 
, . Idem, apos 2 ciclos

, 

Camada do fundo, apos 1 
, 

Idem, apos 2 ciclos 

ciclo de UCG:D 

ci elo de UCGD 

� º1\ 
<mr) 

185 52 

197 51 

214 52 

164 53 

77 56 

n2 i CN2
1 N 

' 

! (mp)
! 

69 
! 
i 201 284, 

15 
1 

198 270 

5 1 195 220 

228 201 431 

534 198 712 

1 1 

� - nQ de partículas nas classes ,25 a 75mJ1 inclusives; n2 - idem, nas classes
175 a 225mfi N - nº total d� particulas medidas; CN1 e CN2 - respectivamente 
comprimento normal das partículas curtas e longas, era rnp-.. 
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�-·_.?//·s

: ci:JtJ:1\.;f}�,-- _________ ..
Figura 

,.. ., ,

1. Nicrogro.fins electronicns de preparo.çoes feitas pelo metodo
do 11dippingu , reiwectivamente das seguintes plantas infetadas
pelo VAP� A - Emilia� B - Chenopcrdium gui™; C - e. nurru.e;
D - Nicoti1t,,na glutinosq; E - Picão. Notar nas figuras A,C e E
a associaçao �e pn.rticulas d!spostns regularmente com o/11ª es
trutura, possivelmente mitoconqrio. Em B, algumas particulas -
ficaram de tôpo, mostrando indicies do canal axinl (seta). Ne� 
ta e em outras figuras, quando nâ:o assinalada •, a escalQ. de 
cada microgrofin representa 1 P•
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CaMetmH"TO OAS PARTICULAS EM "'f 

Figura 3. Curva de distriguição 
dos comprimentos das particu.las 
de diferentes isolados do VAP. 

,.. , -

Preparaçoes feitas pelo metodo 
do "dipping" convencional ou 
combinadas com contrastação ll§. 
gativa. 

,A 

\ 

"-, 

COMPRIME"TO OAs PARtlCVUS EM "'P 

Fi;mra /40 A- Curva de distribuição dos 
comprimentos das particulas do isolado 
São Carlos do VA2, em preparações fei
tas pelo m�todo do 11dipping" convencS,2 
nal (o-o) ou combinado com contra.sta 
ç�o negativa (�--�) l B- idem, da;s· pa;i'. 
ticulas do isolado Sao Carlos do VAP 
(o-o) e do Vl"ICF Vl--'..\) , obtidas �e 
plantas de fumo, e medidas em condiçoes 
comP3-rat i vas. 

-... - --------------...... _ -

tOMORllo![�TO 0.\9 PAlfrlCUL.AI [li
"')' 

Figura s, Curva de distribuição do� comprimentos 
das particulas do VAP, em preparaçoes purificadas, 
antes (A) e depois (B,C) de serem ultracentrifu,.. 
gadas em gradiente de den�idadeo B- distribuição 
dos comprimentos das particulas na camada de tô,po 
e C'-- na de fundo (o-o com 2 �iclos ., e · <i---t.1- ,
com 1 ciclo de ultracentrifugaçao em gradiente de 
densidade)11 
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M , • ,u , 

A proporçao entre particu.ru longas e curtas, nas preparaçoes rapi-
, 

' 
' da�variava de um valor pouco inferior a unidade, ate cerca de 20 longas 

paxa 1 curta, tendo sido em m�dia 21 5 ( Quadro 2). Deve-se contudo meneio 
-o 

nar que para obtenção dás micrografiàs electrônicas, para economia de
, - , 

tempo e mate�ial, selecionava�se areas em que a concentraçao das particu-

las longas era maior que a usual (cêrca de 20 ou mais partículas longas -

por fotografia, a uma magnificação de 5e000x)., 
- , , 

Em algumas preparaçoes rapidas, observaram-se grupos de particulas 

longas, dispostas mais ou menos ordenadamente ao redor de remanescen:tes -

de uma estrutura celular, prov�velmente mitocôndrias (Fig. 1 A,C,E). 

Errr preparações purificadas do VAP houve tamb�m a predomin,ruicia: dos 
. . . 

. , dois tipos. de particu:las quanto ao comprimento (Fig. 6 A) f as quais for-

mavam tl.riia_curva de distribuição tipicamente bimodal, não tendo sido os 

valóres dos CN determinados, diferentes daquêles obtidos em preparações - · 

rápidas (Fig. 5 .l - Quadro 4). Nestas_ preparações houve contudo. a prevã, 

lência das partículas curtas sÔbre as longas {Fig. 5 A). 

li ultracentrifugação das preparaQÕes·purificadas do VLP em gradi9.!! 

te de densidade, produz duas camadas distintas (Silva, 1965; Oliveira,� 

dados não publicados). Uma mais pririma ao menisco, denominada de tôpo, 

contendo predominantemente particulas curtas (Figs., 20.; 5B; 6.B .... Quadro- 4) e 

A outra mais abaixo, chamada de fundo, constiuia-se quase que exclusiva- -

mente de particulas longas (Figs" 2D; 5C; 60 •- Quadro 4). Usualmente a 

<?ontaminação da camada de fundo pelas particulas curtas foi maior que a 

da canada de tÔpo, pelas longas (Fig� 5B,C). Com um ciclo adicional de 

ultra�entrifugação em gradiente de densidade (Oliveira, dados não publi

cados) esta mistura dimimiiu consider�velmente (Quadro 4 - Fig. 5B,C), e 

que em relaç;o· �- camada de tÔpo, ,podia. ser avaliada pela. elirrlinação pr�

ticamente total, de sua infetividade º 
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' , -

Yl.traestrutura das partj.culas do VAP..11. ern pre:garas.,oes contrastadas . 

gegativa ou positivamente 

O exame de preparaç.;'es altamente purificadas e infetivas;. do VK.P, 

contrastadas negativa ou positivamente, revelaram certos detalhes estru

turais das :p3.rticulas dêste virus (Fig* 6A-D) º 

Do ponto de vista estrutural, não houve diferenças entre as part{-
.. 

culas curtas e longas, exceto obviamente no comprimento., .Ambas são tubB 

lares, com diâmetro externo ao redor de 25 Ill)1" O canal aJdal era clara'-
- t -

mente visivel nas preparaçoes contrastadas negativamente, quando fragmen·

tos anelares ficavam de tôpoc lui�s, nestas condições mesmo em preparações

metalizadas, percebia-se indicies do orifici i central (Fig" lB)., Êste

canal central media cêrca de 4 mp de largura, mas usualmente não era uaj_ 

forme em diâmetro ao longo da particula, ora dilatando, ora estreitando. 

Mesmo em preparaç;es altamente contrastadas negativa ou positiyame� 
IV A , , ( A 

te, nao se pode perceber indicies de sul:unidades morfologicas capsomeros) 
I' , 

bém indivi�alizadas na siperficie da particulao Ocasionalmente a color§ 

ção com acetato de uranilà mostrava bandas transversais, espaçadas de 

.30-40 A, ao longo das particulas (Fig., 6 D) º 

As extremidades das particulas usualmente não eram iguais, sendo uma 

delas ligeiramente convexa, e a outra, côncava; nesta o canal axial comu

mente se alargava um pouco� 

Coloração com acetato de lantânio ou ;cido fosfomolibdico não deu 

resultados satisfatirios, e noo trouxe informações adiG:.:�J.A., 
, 

�feito do tratam.,?nto ªnzimatico 

A incubação de preparações purificadas do VAPr com tripsina e/ ou, 

RNase, a 37º0/1 hora9 não afetou sensivelmente a infetividade dêste virus 
N � h 

e tao pouco a estrutura de suas partículas!> Contudo, em 3 das 5 experien 

cias realizadas, notou�se efeito da tripsina, traduzido pela agregação 

terminal das particulas3 Esta agregação verificava-se nas preparaçoes 

contendo particulas curtas ou longas (Figs� 7A, F; 8A3 B) <) Testes mostr_ã

ram que a tripsinazação das preparações contendo particuJ.as curt�s s�mente, 

não infetivas, não as tornou capazes de iniciar infecção� 



D 0.211 

Figura 6. Prepnração purificada do VAP contrastada negativamente antes 
(A) e depois (B e C) da ultracentrifugaçno em gr�diente de dens!
d.ade. Tol B, �ostra da camada de topo, constituida. predornina.nt�
mente de particulas curtas, e e, da camadD. do fundo, compostas -
quase que exclusivamente de po.rticula.s- longas. D, Prepo.roçno pu

rificada do VAP, contrastada positivamente com acetato de uranilao



· ... ---

Figuro. 7. Prepo.raçÕes purificadas contendo pnrticulas curtas (A) ou log, 
gns (D), incubadas com tripsi!Fl, com (C, F) ou sem (B, E)HRNase. 
Observa-se claramente n ocorrencin de urna. intensa a.gregnçno ter
minnl, tanto das particulas curtas (B, C) como das longas (E,F). 
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Figura 8. Curva de distribuiçio 

dos comprimentos das }_)9.rticulas 

da camada de topo (A) e do fun-

· do (B), tratadas (A-=-tJ ou não

(o-o) com tripsina (a ordenada

representa o- comprimento aas par,

ticulas em mµ)

, 
Efeito do tratamentõ termice

. , .., Testes realizados com amostras do tratamento termico das preparaçoe·s

purificadas e infetivc.s do W mostra.rnm que 1'111 aquecimento à tempe�at'Ul'a 

constante at� 6Q..65ºC/J..O' n;o afetava. marcantemente a infetividade. A 

SQQC/.LO I esta caia bastante, desaparecendo literalmente a 75ºº•· 
.. I ' 

O exe,me de amostras de preparaçoes contendo rarticulas curtas somente, 

revelaram que a 60QC/l01 j� havia um inicio de decomposição das :rnrticulas:, 

que se acentua a 65ºC/lO', e a 70QC/.10f, estas pr;ticamente desaparecem 

(Fig. 9A - C)" 
.. , 

Quanto as particulas longas, elas começam a se degradar quando aque-

cidas a 65ºC/l.O 1, acentuando esta decomposição at� 80QC. A temperaturo..s 

superiores as· particulo..s decompõe-sé totalmente (Figp 9D -.H). 

A degradaçio t�rmica das particulas caracterizava-se pela sua tranSi

formação em um material pulverulento,. constituido de grânulos de 30-40 A 

de diémetro, No inicio da decomposição, em geral apareciam numerosas po.r

t!culas senii-degradadas, a:glutinadas pelo material decomposto ,. f armando -

massas que lembravam precipitados serol�gicos. A proporção das particulas 

mantendo integridade estrutural nestas massas diminuia 'a medida que a tem-
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Figura 9. Efeito do tratamento t;nnico s;bre �estrutura das partícu
las do VAP • .A.-C. Respectivamente controle, tratamento a 65ºC/.l.0 1 

e 702C/J..O I da prepg.ração- contendo partículas curtas, D-Ho Con
trÔle e tratamentos a 65ºC/l.0 1, 752C/.I.O' , 80ºC/l.0 1 e 90ºC/l.0 1 

N , 

da pr�paraçao contend� rarticulas longas; I. Trat�ento da pr§_ 
paraçao contendo particulas longas, suspensas em agua destila
da, a SOQC/10 1 • 
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, 4 

_F_i,_,gu__,ro ....... ;;::l_,.O. i'i-C. Detalhes de i;articulas do VAP, decompostas peln. açao do calor 
( 80 QC/10 1) • .As partículas achar.i--se total ou pg.rcialmente transf arma..:.
das em um material pulverulento, finamente granular de 30-40A de 
diâmetro. 
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> , 

peratura aumentavacc . E provavel que a reunião destas massas resultasse em

certos grumos, vis:Íveis macroscopicamente na suspensão aquecida a temperã

turas superiores a 60-65QC,/.J_o 1, Tamb�m foi observada freqüentemente, uma -
- ,

intensa fragmentaçao das particulas em pedaços mais curtos e mesmo anela-
.., ' , - . 

res. Estn fragmenta.çno era facrilrnente perceptivel r� '3 preparaçoes ,contendo 

particulas longas e se tornava bastante conspicua na faixa de 70-75ºC/l.0 'º 
, 

Por outro lado, em muitos casos, particulas parcialmente degradadas, mas 

mantendo ainda a forma original, bem como UPja certa intumescência de outras, 

resultantes do tratamento t�rmico, puderam ser notada.s (Fig. 10 A-C). · 
A , , 

Num.a experiencia, em que as particulas se achavam suspensas em agua 
, , 

destilada, apos o tratamento tennico (75-00QC/J.0 1)� 6 material decomposto

não se dispersava (Fig. 9I), formando pequenas massas esferoidais. Isto 
N .,,,,, , N 

usualmente nao sucedia quando a suspensao do virus era feita em soluçao 

tampão, como nos casos acima descritos, quando a porçio decomposta se dis-

persava, ou fazia parte de agregados formados de partículas em diferentes 

graus de de gradação. 

Secções _ge sedimentoª de �reparaçq�rificadas do VAP�racentri

fugada.s 
,,. 

Preparaçoes purificadas e infetivas do VAP, sedimentadas por ultraceu 

trifugação, quando processadas como se fossem tecidos e examinadas ao mi-
,. ,.. , ' 

croscopio electronico, apos serem seccionadas em fatias ultra-finas, .mos- • 

traram ser constituidas �icamente de particulas tubulares de cerca de ·20 

1f de diâmetro, com um canal axial de aproximad.:unente 4-5 mp de largura 

(Fig e 12A, B)o Estas mesmas prepara�Ões quando exé.minadas antes de serem 
' ' ,, 

processadas ªhistologicamenten , indicaram conter somente particulas curtas 

e longas, componentes usuais das preparações purificadas do VAPÕ 
. ,, -

Embora sedimentadas a cerca de l00�0OOg, as partículas nao se achavam 

tio comµi.ctadas, raramente tocando-se lateralmente� Todavia, verificou-se 

que agregação terminal das part:Ículas ocorreu com certa freqli�ncian 
,,, 

Exames cuidados de secções transversais das particulas mostraram a 

existência de uma zona densa, de aproxiinadamenta 20 A de espessura, margean, 
,, 

do o canal axial (Fig. 12B} e que se tornava: particularmente conspicu'.l , -

quando a secção era corada com acetato de uranilao 
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b. 01:i,servaçÕes histol�gicas em plantas inf.,?ta.das pelo .. m

l,nclp._sões citoplaS111��ica.s de partÍcuJ..si,s do VAP 

A presença de inclusões citoplas�ticas caracteristicas foi notada . 

consistentemente no exame de mais de 2.000 secções ultra-finas de diversos 
, 

tecidos, de 9 especies diferentes de plantas, infetadas por qualquer um 

dos 4 isolados do VAP (Figs. 12-22), mas não nos tecidos de plantas con

trÔles, não inoculadas (Fig, 11). 
- ' , 

Estas inclusoes constituíam-se unicamente de partículas alonga.das e 

tubulares de morfologia similar àquelas observadas em secções de prepara

ções purificadas e infetivas, descritas no capitulo anterior., 
� . 

-

As particulas componentes destas 1nclusoes apresentàvam-se com um 

comprimento uniforme, e formavam �ranjas mais ou menos ordenados, di·spoa 

d�se lado a lado e numa camada Mica. Seu comprimento era de c�rca de 200 

nrp- em quase tÔdas as inclusões, ocorrendo espor�dicamente inclusões cons-· 
, , 

tituid.as aparentmente de particulas mais curtas de 50-100 mp- de comprime,!:,.

to (Fig., 15E). Estas ,todavialoram interpretadas como secções tangenciais 
, 

-
, 

ou obliquas de grupos de particulas longas. Secções transversais das pa,t 

ticulas_fonna.ndo inclusões foram raramente vistas (Figs. 12C, E; 13G; 15B) • 

Nestas pode-se notar claramente a natureza. tubular das particulas, e tàmb;m 

que seu arranjo apesar de ordenado, não atingia a regularidade de um cristaJ.o 
N ,L',,,, N -

Nao se fez uma determinaça.o da distribuiçao dos comprimerrcos das pat 

ticti.las que formavam as inclusões, pois elas eram bastante uniformés e dé 

cêrca de 200 mp-• Quando todavia, as inclueÕés se desorganizavam, como ser: 
, 

mencionado adiante, as partículas perdiam a uniformidade, aparecendo elas 

com comprimentos inferiores a 200 rap. (Fig. 22A). Entretanto nestas circuns1. 

tâncias,. a determinação de seu comprimento era restante dificultada pelo 
I fato de. as particulas nem sempre estarem com seu eixo maior no mesmo plano 

da secção, e portanto sua distribuição tam.b�m nâ.o foi determinadao 

Não se observou qualquer variação na aparência geral das inclusões, 
, .. 

atribuíveis as diferenças de isolado, dos tecidos e das plantas hospedei-
, N 

ras, ou dos metades empregados na fixaçao. Cumpre mencionar apenas que, a 

fixação com o KMn0 4, .nas condições empregadas nêste trabalho (0,6-2% em sg_
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Figuras 11 a 21. Micrografias electronicas de secçoes de tecidos infeta-
dos pelo VAP. Chave p:i.ra abreviações: a- grio de amido,· c-cromos-

,_ I - , -

s�mo; Q- inclusoes densas;�- reticulo endoplasmatico; f-fuso mi-
toti�o; g- estrutura de Golgi; 1S.- inclusões cristalinas; if- i?)
clusoes fibrilares; ll- inclusoe� associad�s a infecçãoAcom ví
rus go grupo do Y qa batata; l.- graos de l�pide; !J!- mitocongrio; 
n.- nucleo; ni- involucro nuclear; .mi- nuc1eolo; y,- proplastideo -
ou clor�plastoi � parede celular;!- vaso lel}hoso; TM- estru�u
ra possivelment� secretora, em Bidens; x- partículas ou inclusao 
do VAP; � vacuolo; m- vaso crivado. 

Figura 11. A-C. Detalhes de c�lulas, particularmen-�e de mitocôndrias, de 
plantas sadias (A,.. �o; B- pimenta; C- picao); D-G. Detalhes �o 
tecido fnliar do picao � D- Aspecto geral de uma estrutura proS'si
velmente secretora; E- Regi.ão vascular, mostrando vasos crivados 
e c�lu.las companheiras com parede celu:Jpr reforçada (setas); F- -
Inclusoes cristalinas que ocorrem em celulas normais. 



Figura 12. A e B. Secções de sedimentos de preparaçÕes purificadas e in
fetiv�s do VA:P, obtidos por 19-traccntrifugação; C�E• InclusÕes

N

citQ
plasr.iaticas formadas de particulas alongadas em celulas de :picao _; 
(C), Chenopodium anar�nticolor (D) e Nicotiana glutinosa (E). Notar 
a semelhança das po.r ticulas ,,observadas em A e B, com aquelas presen
tes nas fotos C-E, As particulas t-evelam claramente sua natureza 
tubllar. Em algumas micrografias pode-se perceber um anel denso, 
margeando o canal axial. 



. - 21 ... 

lução tampão 0 1 2M, 5-60 ', � temperatura ambiente), destruia as inclusões, 

a julgar pela ·sua ausência em tecidos de plantas infetadas e fixadas com 

esta substância. 

!§soci�ão _ das inçJ_,!lsÕes dQ VAP com mitocÔnél.rios 

Uma associação constante das inclusões do V.A:P acima descritas, com 

mitocÔndrios foi tamb�m notada (Figs. 12 - 22). As particulas do V.A:P agre-

gadas ordenadamente dispunham-se ao seu lado de tal"modo que o eixo maior 
, ... . 

das particulas ficava perpendicularmente ou ligeiramente inclinado a supe� 

ficie lateral dêste orgânulo celular. Não foram observadas particulas as

sociadas ;s eJrtremidades dos mitocÔndrios. Em v�rias ocasioes encontraram

se mitocÔndrios dispostos regularmente, _lado a lado,' separados uns dos ou

tros pelas inclusões (Figs. 14B; 15A, G; 18B; 20:C; 21D). 

Em nenhum caso encontraram-se particulas no interior do mitoc�ndrio $ 

ou associadas a outras estruturas celulares. Por outro lado a quantidade 
A , � 

de mitocondrios em celulas infetadas parecia ser maior do que nas celiüas 

de plantas sadias. 

Apesar de não ser radiloal notou-se uma certa alteração na ultraestru

tura dos mitocÔndrios de plantas infetadas, associados ou não ;s inclusões, 

em relação aos de plantas sadias (Fig. lll, C). Houve assim um certo aum:e� 
. 

' ..,. 

to ·no nÚmero de grs.nulos densos, intramitocondriais e u.m sensivel desenvo1 .. · · 

vimento das cristas intramitocondriais. . , Isto foi pg.rticularmente conen,icuo 

na região central do mitocÔndrio, onde as cristas formavam -dobras sinuosas 

e abauladas, as quais em certas secções aparecirun como um anel conc;ntrico, 

muito caracteristico (Figs. 13E; 14A; 15C, E)• Não se pÔde por outro la do, 
I ' � r verificar possiveis fases anteriores a agregaçao de ps.rticulas junto aos 

. " . 

mitocondrios. Apenas em um caso, nu.mn. celula do parenquimo. do floema . de· 
" ,. 

fÔlha de tomateiro, infetada pelo isolado Itapeva, elementos do reticulo -

endoplasm�tico dispunham-se perpendicularmente � superficie do mitocÔndrto.\P 
, ,

h.l'ticulas do VAP, tambem orientadas perpendicularmente ao mesmo, apareciam 

entre aquêles elementos do reticulo endoplasmttico (Fig$ 19A)o 
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_F_i,Qgu=r_a,.....1_3. Aspecto gero,l de celulas de diversas pb,ntas infetadas pelo VAP. 
A,.,,. iYücrogrnfio. a baixo aU11ento, de tec�do foliar d� pimentão, nostro.g 
do part� da epide�,ne, parenquimo, paliça.dico e regü10 vascular; ,. B- Par, 
te de celula de folhn cotiledonar de pimenta; C- Colulo. do po,renquima

lacunoso de,f6lha de Çhenopodilllil runaranticolor; D e E� Pnrt� do parêu 
quima paliçadice de folhas go mo.ria pretinha, infeto.da. sistemico.rnonte 
pelo VAP; F- Pa.rte do uma colulo. do parênquima lacunoso, da zona ver
de, de Ulila fÔlha de picão com sintomas do mosaico; G- Pnrte de uma 

,ti A 
• � 

celula do parenquima lacunoso de fumo, fixado com glutara.ldeido. 



Figura llu A - Parte de uma c�lula do parÔnqu� lacunoso de f�lha "de pimentão,
i�et ada pelo VAP� Em algun1:1 mitocondrios, as cristas tem conforma
çao anelar; B - Vurios mitocondrios dispostos lado a lado, separados 
uns dos outros pela§ inclusões do V4P, em um tricoma de Nicotiana -
glutinosa; C - Regiao w.1scular de f�lha ae N. glutinosa e em D, det� 
lhe de e. Notar n presença de particulas do VAP no interior do vaso 
crivado; E - Rqgiâo vqsculnr de fÔlha de Chenopodium amaranticolor, 
mostrando to.mbem particulas no vaso crivado; F- Celula companheiro. 
do vaso crivado, e� fÔlha de pimenteira, ostentando inclusões do VAP 
associadas a mitocondriOR, 
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Figura 12• Detalhes da associação da inclusão do VAP com mitoc�ndrio, em 
folhas das seguintes plantas, infetadas pelo refe�ido vírus: A -
picão; B - Nicotiam. glutinosa; C - furna; D - picao(fi:xa.do em al
deído glut�rico); E - piment�op F - pimenteira; ,G - Chenopodium_� 
amaranticolor. Ob�orvar a uniformidade das partículas nas inclusoos, 
cujo comprimento e de cÔrca de 200r.f •
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Estrutura do tecido foliar de plantas infetaél..aS ·pelo_VAP 

Em fÔlhas cê plantas infetado.a pelo VAP, tanto nas lesões locais como 

nas inva�es sist;micas, com ou sem manifestação de sintomas externos, as 

inclusões acima descritas foram consistentemente encontradas, com parti cu-

. 

.... , ,. ' 

, 

lar frequencia nas celulas do parenquima lo.cunoso e paliçadico .. C'Qm menor

A A , 

frequencia, foram elas noto.das no interior de celulas da epiderme, do tri-

coma (Fig. Í4B), parênquima do ri.lema ou do floema, e nas c�lulas companhei, 

ras dos vasos crivados (Figs. 14C, F; 19A)o Em raras ocasiões as inclusões 

ocorriam no interior dos vasos crivados (Fig� 140, E), mas.em nenhum caso, 

nos vasos lenhosos. 

FÔlhc.s de picão possuem uma estrutura peculiar, possivelmente de 
, , .. 

natureza secretora formada por celu.Jas caracteristicas, inas de funçao ainda 

desconhecida (Kitajima, 1967), e mesmo em seu interior, as inclusões esti

veram presente�, embora n;o induzisse aparentemente nenhuma alteração nelas 

(Fig. 180, D)• 

As células infetadas, contendo as inclusões, em muitos casos apresen 

tavam-se norma.is, sem alterações profundas, exceto ;quelas mencionadas com 

relação aos mitoc6ndrios. Em determinada 
.., , 

combinaço.o vírus-planta hospe-

deira em que resulta sintomas do tipo mosaico (isolado Bj__d.fill.s em . ..,. picao;

quase todos os isolados em maria pretinha, fumo9 Nicotiana glutinosa e 

tomateiro) sob determinadas conàiçÕes ( Costa et al�, dados· n;,o publicados)_, 

as inc lusões foram encontradas tanto em zonas verdes como amarelas (figs. 

13F; 19C) • Contudo, nestas os cloroplastos ara,reciam moélificados, com o 

sistema lamelar desorganizado e o estrema menos densoo Sua forma tornava� 
. 

"" , 

se mais afilada que a usual, e das extremidades saiam projeçoes ameboides 

que se e:x:tendiam a distii.ncias relativamente longas ou formavam bÔlsas 

abarcando pequenas ;reas do citoplasna, muitas vêzes contendo estruturas 

celulares e inclus;es do VAP (Fig� 19C)o 

Em certas hospedeiras, al�m das reações necriticas locais, o VAP in: 
� , 

duz uma necrose sistemica"' Assim em fumo formam-se linhas necroticas par_ã 
,· 

' 
o,. , 

lelas as nervuras, enquanto em pimenta e pimentao ha o aparecimento de 

an;is, muitas vêzes conc;nl;ricos, e que deram o nome ao virus(Qoata et il,dã 



Figura 16. Aspecto geral e detalhes de tecidos necrosados de fÔlhas de 
fumo (A,C) e pimentão (B,D). As áreas assinaladas nas figuras A 
e B, estão amplü;das en q e D, respectivamente. �pesar do adensa
Ll�nto geral d� celula apos sua necrose, as inclusoes do VAP ainda 
�ao identificaveis, 



® 

, ' , 

F....::i
ggu=ra __ l

...._
7. Celulas, provavelmente em diferentes fases de processo necrotico 

em fÔ])las de fumo (B) e pimentão (A,C,DL• }btar certo adensamento -
das celulas, e o intume�cimento de porsoes da p'.lrede celular (setas). 
Em B pode-se notar ta.mbem a desagregaçao das inclusões do VAP. 
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dos �o p11blieo.dos}.As secções destas linhas mostrorà.m que elas se eonstituiaín 

quase que unicamente de células necrosadas (Fig. 16A, D). ��sta necrose -
,. , 

atinge totalmente o parenqvima paliçadico e o lacunoso, o sistema vascu-

lar, se presente, e usualmente a epiderme, embora,em alguns casos 
I 

êste 
, 

· aparentemente se mantivesse vivo. As celulas necrosadas ficam completa..:

mente densas, com o volume restante reduzido, e usualmente de forma es-
' , 

trelada, tocando-se nas pontas destas "estrelas". Em meio a celula ade!1_ 

sada não se conseguia distinguir remanescentes d� estruturas celulares, 
~ ,/' ,/' H 

salvo graos de amido, que formavam areas elipticas claras, e ihclusoes do 

VAP (Fig. 16C, D). 
, ' 

As celulas imediatamente adjacentes aquelas necrosadas, 
, 

usualmente apareciam alteradas, com o_citoplasma mais ralo, plastidios em 
N , , , 

degeneraçao-, o reticulo endoplasmatico representado por pequenas vesiculas, 

e inclusões do VAP, quando presentes achavam-se frequentemente em diferen-
. 

N , N tes graus de desorganizaçao. As part�culas componentes das inclusoes apa-

reciam nos casos extremos, dispersas ao acaso no citoplasma, muitas delas 

tendo comprimento inferior a 200 II1jU (Fig,, 19E) .. 

Nessa necrose sistêmica, não se pÔde estabelecer a sequência exata 
, ' , 

do processo que leva uma celula normal a morte. Contudo uma analise efe-
, � , 

tuada em um grande numero de secçoes mostrou alguns indícios que permitêm 

reconstituir fases dêste processo necr�ticoo Uma primeira alteração foi um 
, 

adensamento geral do citoplasma e das estruturas nela presentes, de celulas

infetadas. Êste adensamento parece decorrer de um aumento na quantidade de 

ribosoma e uma compactação geral das estruturas presentes no citoplasma. Em

muitos casos notava-se um intumescimento da parede celular em diversos pon

tos, e que em alguns casos tornava-se bastante acentuado (Fig., 17A -D)� A 

parte intumescida da parede celular apresentava-se com um material granular 

ou filamentoso, denso ,.separadas por �reas menos densas... Na sequência, a 
, -

celula iniciava uma contraçao geral, acompanhada pela parede celular, exceto 
. ' , 

em alguns pontos que ficavam presas as celule:s vizinhas, e que produziam o 
, 

aspecto estrelado da celula necrosada.. Nesta. .fase contudo, o intumescimento
... , ... 

da parede celular nao era perceptivel, podendo talvez ter regredido. A :medi-
,. 

da que o adensamento prosseguia, o vacuolo tinha seu volume reduzido, muitas
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Figura 18. A e B. As:9ecto geral e detalhe de uma inflorescência an6mala 
de origem genetica, em tom�teiro infetado pelo VAP1 C e D. Deta
lhes de uma estrutura,possivelmente secretora,de folha de picão, 
invadida pelo VAPe 



, .. 

Figura 19 • A,.. Detalhe de uma celula do parenq�ima do floema ge tomate,! 
ro infetado pelo VAP. Elementos do retículo endoplasmatíco estao 

' , � 
apostas,perpendicularmente � superfic�e do mitoçondrio, estanªo 
as p:3.rticulas d� VAP entre eles;,B- Celula de folha de pimentao,
infetada simultaneamente pelos vírus Y da batata e VAP,, Observar 

- , , 

ª,Presença de inclusoes características a cada vírus numa mesma 
N , , 

celula; C- Pr�jeçao a.meb:zide do cloroplasto, em celula da zona â 
marel�a de folha de ptcao, co� sintomas de m�saico, contendo_um 
mitocondrio associado a inclusao do VAP; D- Celula do mes�carpo 
do fruto de tomateiro, infetado pelo VAP, contendo inclusoes do 
VAP. 
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vi,zes contendo um material finamente granular e denso. O nucleo era aparen 

temente a lil.tima estrutura a se adensar. , Embora o processo deva ser drasti 
� A 

co, os diversos org0I1ulos celulares m0I1tem sua estrutura geral, apenas se 

adensando. 
, 

As dificuldades encontradas em se prever antecipadamente o sitio 6� 

de a lesão local ararece nas rô� inoculadas mecwiicamente, bem como a 

relativa rapidez com que as c�lulas se necrosam, não perrnitiram;no presente 
, ,,. ju \ estudo comparar o processo necrotico sistemice e nas reaçoes locais. 

, .., , 

Em certos casos de ma fixaçao, as celulas se alteravam, sendo todavia 

o radrão por elas apresentadas, similar àquele ostentado pelas c�lula:s adja�

crentes ao tecido necrosado (Figs. 160; 22.A). Havia um raleamento do cito

plasma, ruptura do plasmalema e do tonoplasto J desorganização_ das estruturas 
, A tw f , ' 

do plastidio e do mitocondrio, e vesicularizaço.o do ret1culo endoplD. smatico• 
, , 

Aparentemente a estrutura de Golgi e o nucleo foram as unicas componentes 
Mr � _, , 

celulares que na.o sofreram alteraçoes morfologicas nestas celulas. 

§ecçÕes de tecido radicular de_]2J.antas infetado.s pelo VAP
, ., 

Em raizes laterais de fumo e tanto laterais como adventícias de tom�

teiro, as inclusões do VAP foram encontradas com certa frequência, princi

palmente nas porç�es em que o tecido j; se acha bem diferenciado (zona éot

tical, vascular e epid;rmica). Todavia á maior parte das atenções durante 
.. 

o exame do tecido radicular foi dirigida a ponta da raiz, abrangendo a coi-
, , 

fa, a zona meristematica e as primeiras porções do tecido radicular em ini-

cio de diferenciação (Fig. 20A-D). Nao se observaram diferenças entJ:'.e as
, , ~ 

raizes, laterais e adventícias, quer estruturais, quer de infecçaoa

Embora houvesse sido feito o contr6le da posição relativa das dife-

rentes partes da. raiz atrav�s de exame de secç8�s mais espessas-, , ádjace_ntes 
.. ' , . ' ' '. - , .. ' . 

as ultra-finas, ao microscopio convencional, usu�ente e:ra difícil distin,... 

guir-se a zona meristêm�tica pr;priamente dita_0 Em geral, a_ natureza· meri! 

tem�tioo. das c:1u1as nestti. região foi_ bo.sen.dn. pcln. suo. posição relativa _ T.lJ'(

raiz ou pela sua morfologia, conforme descrição feita por Whaley et al� 

(1960). 



Figura 20. Micrografias electr�nicas do tecido radicular de tomateiro infe-
., 

tado pelo VAP, A e B - CeluJ.as em plena mitose, nn zom meriste-
, .. , 

matica da ponta de raiz, contendo inclusoes do VAP; C - gelulas -
da zona cortical, ligeiramente afastada da zonn meristematica, 
contendo numerosas inclusões do VAP, associadas aos mitocôndrias� 

, , ' , 7 

D - Celulas do. coifc.1, proxir:ns a epiderr.10, ta.mbem contendo inclu-
sões do VilP. 
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Na coifa, as inclusões do VAP, embora presentes, não eram muito fre-
, , , quentes, mas ocorriam desde as celulas mais perifericas, ate as mais inter_i 

1 . 1\ H , 

ores, proximas a regiao meristematica (Fig. 20D). 

Na zna que corresponderia� região quiescente (Jensen & Kravalgian, 

1958), realmente não se constatou. a ocorrência de células em divisão, e 

estas apresentavam-se tipicamente com o aspecto de célula& �nristemáticgs. 
. . .. , , Na aua periferia pode-se observar varias celulas em repouso ou em divisão -

(Fig. 20A-D), contendo inclusões do VAP. 

O n�ero- de células· com inclusão, bem como de inclusões por célula, 

aumentava gradativamente a partir da periferia da 20na quiescente, "a medida 

que se afastava dela, principalmente na regiãc, cortical. Não se pôde notar
1

N , , 

no entretanto alteraçoes sensiveis nas celulas radiculares, mesmo quanto 

contendo um grande ntimero de inclusões. Ocasionalmente constatou-se a o-

cor�ncia de mitocôndrias extremamente lo·ngos, associados com inclusões do 

VAP (Fig. 200) • 
. ... , . , 

Sêcçoes do apice vegetativo e dos primprdios foliares de fumo, infe-

tados sistémicamente pelo LA!:

Verificada a presença de inclusões do VAP nas proximidades da região 

meristem�tica da raiz, as atenções se voltaram para. a. possibilidade 

t b, t , t t . 'ra. · f de elas ocorrerem am em no meris ema do apice vege a ivo e primo ios o-
' A ., N 

liares. Devido as dificuldades de se isolar este orgao pàra histologia -

electrono-microsctpica, os estudos se limitaram �s plantas de fumo (Figo21)n 

Assim como na raiz, houva eerta dificuldade para se identificar co.r. 

retamente a região meristemi:tica. propriamente dita, devido a:os problemas 

de orientação do bloco para as secções ultra.--finas. Mesmo assim a natureza. 
, , , 

meristematica d.as celulas que constituem as camadas super.ores do apice veg� 
.. 

tativo foram facilmente constatadas, e muitas delas se achavam em plena mi� 

tose (Figa 21.A),., 
, I ' 

Os primordios foliares ja foram mais facilmente identifi-

cados (Fig. 21c, D). Muitas das células do ineristema apical, tanto das ca

madas superficiais (timica) (Fige 211) ou das subjacentes (corpus) (Figc,2lB) 

como nos prim�rdios foliares (Figo 21.C i D), algumas delas em mitose, conti



Figura 
A - , , 

21. Micrografias electronicas da regiao meristematica do apice
vegetativ� (A.,B1· e dos prim�rdios foli�res (C,D) de fumo, infe
tado sistemicamente pelo VAP. A- Uma celula em mitose e B- em 
repouso, ost�ntando inclu�Ões do VAP; C- Aspecto geral e D- deta 
lhe de uma celula do primordio foliar, infetado pelo VAP. 



Ocorrência de. inclusões do _JJAP em. tecidos fl�s e do fruto em 

tomateirg 

Exame de secções do· mesocarpo de fruto de tomateiros infetados- pelo 

isolado Itapeva do VAP, embora mo ostentasse sintomas externos, revelou a 

presença de· inclusões do V.AP (Fig. 19D). Tamboo. exames de s�cçÕes de uma 

inflorescência anômala, de origem gen:tica, de uma planta infetada pelo i

solado Itapeva., indicaram a presença de inclusões neste tecido (FigoJ18â.1 B) •' 
,.. , ' Infecçao mista: de e-elulas com o V.AP e com o virus Y da batata 

1 

Numa das experiências, empregaram-se plantas, que embora não manife,g 
, , A 

tassem sintomas cohspicuos, alem daqueles aausados pelo VAP, achavam-se aci_ 

dentalmente contaminadas pelo virus Y da. batata (VYB) • Nos tecidos destas 

plantas, al�m das inclusões caracteristicas do V.AP, foram encontradas comu

mente c�ula-s que se achavam simultáneamente infetada pelo VYB, a julgar -

pela presença de inclusões lamelares, tipicas 

morfol;gico do VYB (Edwardson1 1966) • Testes 

da infecção com virus do grupo 
, 

patologicos posteriores corJJfiI, 

maram realmente a controninação pelo VYB. Estas inclusões cilindricas, apa

recem em· secç;es como feixes de elementos lineares retilineos ou: curros, e 

nêste caso formando figuras semelhante a cata-vento (Fig. 19B) .. 
.... , .. , , 

Na� se percebeu dano sensível a celula, decorrente de uma possivel 

ação sintrgica induzida pela infeção simultânea do V.AP e do VYBo 
, �, Â . 

Cristais cito)2lasmaticos e perinucleares em celulas do parenguima do 
., 

floema nà pernet� 

Em preparações r�pidas de f ;lhas de perp:tua, infetadas sistêmicamen 

te com qualquer um dos isolados do VAP� embora se obtivesse quantidade ra-
, , N 

zoavel de particulas, raramente se encontravam inclusoes do VAP nestes teci 
, 

dos. Nas secções, ést�s se apresentavam bastante degenerados, e nas celulas 

do pa�ênquima do floema constatou-se frequentemente a ocorrência de inclusões 

cristalinas, de roixa densidade, e que em secção apresentavam forma retangg 

lar, trapezoidal ou triangular, e envolvidas por uma membrana0 Em. 

nn:d.tos casos es,tas inclusões ocorriam no espaço perinuclear::,- Suas dimensões 
,., 

nas secçoes eram variadas, mas as maiores chegava:m a ter 3 P.. x 3 p- ou mais

(Fi_$,.. 22B) • 



,U.gu,ro 22. 4 - C�lula do parênquima lacunos(} de fÔlha de fumo, infetado 
sistemicamente com o VAP. Notar particulns de comprimento variado, 
dispersas no citopla�, nas pro:rimidaqes de mitocÔndrios, B -
Inclusão cr;stalina, perinucle�r, em celulas do i:arênquima do fl.Q. 
ema de perpetua, infetada sistemicarnente com o VAP. 



- . -� e •. Hi§t,?.�ogia de tecidos infetados peló V� ..a:o microsco2io convencional_ 

Exames de secções espessas (1-2 p- de espessura) do mesmo bloco 

qual foram feitas secções ultra-finas para microscopia ele.ctr;nica, cora

das COIP, .Azur II e azul de metileno,· n.io permitiram a visualizaç�o das in

clusões do VAP.. Apenas as alterações maiores ·das c�lulas, consequentes da.. 

inf ecçâo, como adensamento celular, nec:rii:se, etc. puderam ser notadas., O 

exa.me de fragmentos de epiderme das fÔlhas de .plantas infetadas, em contra�. 

te de fase, não' permitiu a visualização das inclusões do VAP, vista.a ao 

microsc;pio electrÔnico •. 



5 - DISCUSSÃO 

t 
b 

. , a. �ntidade das particulas ô servadas a:o microscopio electr�nico e· õ VAI?
, 

Dos dois tipos de particulas do VAP, curtas e longas, respectivg.111eJ! 
., ,. -

te com 54 e 199 mp. de CN, as ultimas sao consideradasai.aformas infetivas·-.,;; 
"" . , . ,. J'· � ,. ,,.. deste v:irus. A evidencia crucial provem de o fato de praticamente toda in, 

fetiv:i..dade estar localizadá na camàda de fundo produzida pela ultracentri

fugação em gradiente de densidade, e .que ao exame electron�microsc�pico - · 
, , 

mostra constituir-se so de pg.rticulas uniformes, de 9.â, 200 ·rtrp. de compri -

mento, confirmando os trareJ.hoe de Silva (1965) e de Oliveira (dados mo 

publicados), e da diminuição ou mesmo perda desta infetividade diretamente 
' ~ , 

associada a decomposiçao dessas partículas por um aquecimento S1:.tperior a 

/1 
, � 

70-75QC 01 ,_ conforme verificada ao microscopia electronico.

Outras evid;ncias suplementares seriam� (�) A :emnipresença de tais 
I h N , , partículas em todas as preparaçoes rapidas, provenientes de plantas hospe-

, , 
. 

t 
deiras de especies e familias diferentes e que reagem diferentemente à in-

N , , N 

vasao do virus, inclusive naquelas plantas� das quais o virus nao foi ainda 

purificado. Por outro lado, a aus;ncia de pg.rt:iculas similares em prepara

ções de plantas não infetadas excluiria a possibilidade de estas partÍcula�r 
, 

representarem componentes normais daquelas plantas ou mesm.o um virus laten-

A presença constante de particulas de morfologia similar aquelas 
" 

observadas in vitro
9 e de comprimento predominantemente proximo a 200 mp., 

no interior de c�lulas de plantas infetadas, formando inclus;es usualmente 

.associadas aos mitocÔndrios$ A confirmação desta identidade p6de ser estã 

belecida pela comparação das inclusões com secçies de sedimentos de prepa . ..;. 

raç;'es altamente purificadas e infeti vas do VAP, obtidos por uJ:J:tracentrif_y 

gaçao. 
, 

b,. Morfologia das partículas do VAP 
, 

Os ON das partículas curtas e long?,s do V .RP, rllfspectiv amente 54 e 199

mip., determinados no presente estudo, confirmam as determinações prelimina

res feitas por Costa�º (dados não JJ4blicado�) e estão de acÔrdo com 

as medições feitas po'rHarrison e Woods (1966) no isolado Bidens do VAPr1 

Vale ressaltar que os resultados obtidos pelos �ltimos ( 52 l:l 197 m'\1) basoou-



se numa distribuiç:ô dos comprimentos em classes com 5 mp. de intervalo
., en

quanto os presentes dados, ell]. classes de __ 25 m111 de _intervalo. Isto mostra -

que par8: efeito de determiriaçâ'.o do CH, o inter'í!alo de classe n.ão chega a 

influir decisivamente nos resultados, em perfeito ac�rdo,. c_om as observaçÕ_es· 

feitas -por Brandes e Wetter (1959). 

Não houve variações significa.tivas nessas determinações, que pudessem 
, ' 

ser atril:uic:1.8,:S .a diferença de isolado do VAP ou da planta hospedeira util�z,s! 
, , 

da. A semelhança morfologica das particulas dos diferentes isolados do VAP 
. 

. 
-�. 

corrobora a similaridade no comportamento biol;gico dos mesmos, e const:i,tui-
A 1' ,., A 

se numa evidencia adicional a consideraçao de q�e ele_s representam um mesmo 
, 

v_irus ou estirpe do meçamo complexo. 

IJ exame de preparaç;es altamente purificadas do VAP, apis serem metal! 

zadas ou contrastadas negativa ou positivamente ,, não mostra nenhuma diferen,-..

ça entre os dois tipos ptedominantes de particulas, e1cceto cr comprimentoº. 

Am1Jos_ são tubulares., medindo o diâmetro externo cêrea de 25 mp., enquanto o 

do .canal interno., 4 mp-. Êstes dados concordam excelentemente com aquêles 
, , 

ja _determinados para outros virus do grupo do VRF (:Nixon & Harrison, 19�9?. 

Offord,. 1966). 
, , 

Contudo uma possivel diferença morfologica entre o VAP e 
' . .  , 

outros integrantes do grupo do VRF somente podera ser estabelecida em co:n.-

diçÕes comparativas. Apenas Harrison e Woods (1966) apresentaram daclos 
A , .  

neste sentido, apontando alem de pequenas diferenças no comprimento das 
� ,.., ' 

partículas longas e maiores em relaçao as curtas, entre os diferentes iso-

lados por ê1es investigados, e uma ligeira diferença entre o cH.âmetro do 
, 

VRF e do vírus do 11early browning" da ervilha 

Algumas evidências obtidas atrav�s de microscopia electr;nica 

(Nixon & Harrison, 1959; Silva, °1965; Offord, 1966), foram co.r:isideradas -
, ·. , 

favoraveis a uma estrutura helicoidal das particulas do VRF e do V.AP,. Es-
, 

trias trari.sversais observadas nas particulas do VRF contl'.astadas com sais 

de uranila (Nixon & Harrison, 1959; Offord, 1966) e_uma possivel analogia 
, ' 

das partículas do VAP d-ecompostas termicamente, com filamentos helicoidais 

de um my,.,covÍrus (SV 5) (Bhoppin & Stoeckenius, 1964) apontado por Silva 

(1965) constituem-se em tais evidênciaso 



Rsa:lment�, Finch (1965) apohta, h3.seado em dados preli.t"'llinares de di-
.. , , 

f'raçao de raio-X de particulas do VRF e do vírus do mosaico-em-faixas da e� 
� p 

vada, que a disposiçao das subunidades estruturais nestas particulas deve -

ser helicoidal. 
, 

�Ias, ainda que os nucleocapsideos de forma alongada dos diferentes -
, N � , A 

virus ten ham simetria helicoidal, sua comprovaçao ao microscopia electroni-
.. .. .. 

, 

co tem sido feita somente nos casos em que a helic-e e frouxa, como acontece 

com certos componentes in!ternog, dos myxovirus (Horne & Wildy, 1963) e do 

virus da estomatite vesicular (Klimenke et al�� 1966; Simpson & Hauser, ..., 

, , 
1966), ou com as partículas ·do virus do àmarelo da l:leterraba (Beta vulggris

L;.) (Horne et al.,. 1959). e da tris�eza do citros (K:i.tajima et al.,1965) • 

Mesmo- num caso bastante estudado como <) do VMCF, embora muitos auto-

res clamassem ter demonstrado electrono-microscopicamente sua estrutura he-· 
, , N 

( licoidal, ja provada atraves de difraçao de rafo-X Holmes & Franklin, 1958), 

apeP,as recentemente Finch (1964) apresentou evidências razo_;veis para ta1-

a:ssertiva. A respeito, Mattern (1962) dedicou especial atenção, apontando 

v:ro-ios artefatos relacionados ou não à: estrutura helicoidal das particti1as 
f • . • " ·  ,. 

dos. virus, que podem produzir imagens ao microscopio electronico, incompa� 

�iveis com a configuraç;o deduzida pelo raio-Xo 
, 

. No caso do VRF e do VAP tanto os dados ja conhecidos em literatura 

como a.quêlas obtidos no pre·sente trabalho, são considerados insuficientes 

· para c onfirmar o aspecto helicoidal de suas particulas. É realmente difi-·
- , 

cil estabelecer se as estriaçoes tran'Sversais inélicar:i.am uma hel'ice ou uma
, ' , .. 

pilha de aneis. Quanto as partículas do VAP decompostas termicamente, o 
. , , N A -

aspecto produzido e ambíguo, nao permitindo dele. tirar conclusao alguma� 
, ,

A ligeira mas perceptível diferença entre as extremidades das plrti
,/' , , . 

culas do VAP ja fora anteriormente a.pontada para as partículas do virus do 

mosaico do tri_go (Brandes et al., 1964) e do VRF (Harrison & Woods; 1966)" 

Finch (1965) interpreta esta 4iferença, baseado em dados de difração de -

raio-X, cômo conseqUE;ncia de os caps;meros das particulas terem a forma de 

banana e se disporem com seu eixo maior ligeiramente inclinado em relação 

ao. eixo mobr das particulaso 



, . 

. 

As teenri.ca.., de colora.çao_ das particulas do VAP in vitro não irou-

xeràm informações sÔbre a possivel localizaçio do Rl\ffi. nas particulas da· V.A2. 

Todavia o exa.1-ne de secções ultra-finas, tanto do material purificado como � 

de tecidos de plantas infetadas, e coradas com acetato de uranila, indicaram 

a presença de uina zona densa,_ de ca. 20 A de espessura, margeando o canaJ. 

axiaJ. (Fig. 12B, E). Como os sais de uranila têm marcante afinidade com ma-
, 

) 
, ,.. 

teriaJ. nucleico (Hu.:xley & Zubay, 1961 parece·provavel que este adensamento 

seria decorrente da presença do RNA. Comparando esta observaçio com a si-
#ti- , - • 

tuaçao do RNA nas particulas do VMCF, deduzidas por difraçao de raio-X 

(Holmes & Franklin, 1958), os dados parecem ser compatíveis. · A zona ane:Lar, 

a cêrca de 8.9 A do eentro da particula do VRF: referid� por 0ffort11.(1966) -

não parece assim corresponder ao RNA, e talvez represente uma zona de sobri 

posição dos caps;meros. 

A pequena discrep�cia (ca. 5 mp-) havida na determinação do diâmetro
, ' 

; ... 

das particulas do VAP in vitrg e in sit,y poderia ser atribuida a ligeira ·-

contração ,das particulas durante a fi:n:ação, e que pg,rece ser f en;meno coÚ 

a numerosos virus. Todavia, De Zoeten e Shalla (1966b) mencionam um efeito 

inverso, no caso de um isolado californiano do ·vRF. · 

e. Alterações morfol�gicas nas part-Íç__ulasJnduzidas por tratamentos enz�
, . , . . matices .e termicos 

______ ....,. .................. 

A ·estábilidade estrutural das rarticulas do VAP � incubação com 

tripsina e/ou RNase, bem como o pequeno efeito destas enzimas ·na infetivi 

d.ade das preparações tratadas, aro.firmam os resultados de Hixon & Harrison 

(1959) com o VRF e os de Silva (1965) com o VAP,,. Todavia, a tripsina cau

sou em alguns casos, uma agregação terminal das particulas., Êste tipo de 
. N , 

agregaçao pode ser induzida nas ps.rticulas do VMCF abaixando-se o pH do -

meio de suspensa'.o (Takahashi� 1949 � Baudet et §11 .. , 1951), mas no presente 

caso, as razÕes d�ste fenômeno. não. estão perfeitamente esclarecidas, em 

face à incostância dos resultados Q Uma possivel explanação ser.ia admitir 

uma ligeira digestão terminal das particulas pela enzima, e que as tornaria · 
, 

susceptiveis de se unirem pelas ext.remidades. Saliente-se que aparentemente 

a agregação das particulas não tornou a preparação que as continha, in�etivao 



N , • N Os resultados dos testes de inativaçao termica de preparaçoes puri-

ficadas de VAP concordam com aquêles obtidos por Costa et al. (dados nao 

publicados). A temperatura de inativação do VAP parece ser ligeiramente i_u 

f'erior àquela do VRF (Scbmelzer, 1957; Cadman & Harrison, 1959) º 

Silv� (1965) descreve a ruptura das µ3.rticulas do VAP em pequenos 

fragmentos anelares, ou desorganização e inchamento ao longo das part:Ículas, 

como col'l'Seqti;ncia do tratamento t�rmicoo Em verdade, o resultado finaI da 
N , N , 

degradaçao pelo calor e a transformaçao das particulas em uma massa amorfa, 

de aspecto pulverulento, constituida de grânulos de 30-40 A de diâmetro., e 

que representariam prov�velmente um ou mais eapsÔmeros denaturados. Embora 

não seja uma condíção essencial, pois freqia!entemente as particulas se tran_§ 

formavam diretamente na massa amorfa (Fig. 10; 1 a fragmentação das particu-

las em pedaços menores e mesmo em pequenos aneis, usualmente precede esta 

decomposição, e possivelmente representa um est;gio intermedi;rio dêste 

processo. Isto explicaria .,porque as preparaçÕes contendo particulas curtas 
.. ... , . .. , , somente sao mais sensiveis ao valor dó que. aquelas que contem particulas ,-

longas. 
, , 

O aquecimento de partículas do VAP em preser:i,ça de agua destilada, ao 

inv�s da solução de tampão fosfato p leva a formação de pequenas massas 40 
' ' N � 

material decomposto pelo calor, possivelmente devida a mao dis persao das 
' ' 

mesmas. Estas observações confirmam, fornecendo alguns detalhes adicionais 

sÔbre o aspecto dessas massas, os estudos feitos por Hart (1956) sÔbre a 

degradação t:rmica do VMCF. Atribue Hart esta nâ.o dispersão da pe,rção de-
, � , 

composta do virus, ao efeito da tensao superficial da agua pura, o que

seria quebrada em presença de saiso 
, 

d. A natur�das partict1las curtas
� f 

As particulas curtas, de 54 mp- de CN., formam um pico cqnspicuo na 

curva de distribuição dos comprimentos das J:a.rt:Ículas, tanto nas preparações 
, ""' " . rapidas como purifica.das, e sao facilmente separadas das longas por ultra-

centrifugação em gradiente de densidadeo 



Silva (1965) comparou a infetividade da camada de tcbpo em relação 
' , . -
a do fundo, apos terem sido separadas por um ciclo de ultracentrifugaçao 

em gradiente de· densidade, e verificando um valpr da ordem de 3%, eon-
. , -

cüuiu que "as particulas curtas, de uma maneira geral, nao são infetivas11
e 

Todavia não descartou ê1e a hip�tese de a preparaçio contendo as pàrticu-
, 

las curtas estar contaminada pelas :t:articulas longas, infetivaso Oliveira 

(dados não publicados) eliminou totalmente esta infetividade residual as

sociada à camada de t�po, acrescentando um. ciclo adiei.anal de ultracentri, 

fugação em gradiente de densidade. Os dados de microscopia electr;nica 

controlando o primeiro e o segundo ciclo desta separação (Figo 5B), demon§_ 

trando a diminuição da contaminação, constitue-se na evidência adicional -
- ' , 

de que nao haveria infetividade associada as partículas curtas� 
N I , ' ' 

A origem e a funçao das partículas curtas, presentes invariavelmente 

em preparações in vitro 
,

dos diferentes isolacb s, estirpes e vírus do gmpo 

do VRF ainda não se acham esclarecidas • .Algurnas das provaveis alternativas 
, 

seriam: (12) As partículas curtas representariam fragmentos das longas; a 

ruptura destas poderia ocorrer durante a extração do suco,. ou mesmo - no 

interior das células, durante a degeneração das mesmas, como consequência 

da infecção; (b) 
, , 

A síntese das particulas do VAP dar-se-ia por cresc�ento 

terminal, como sugerido por Commoner (1962) para o VMCF. As partículas -

curtas seriam formas incompletas ou imaturas, ou como aventado por K�hler 
, 

(19 56) para o VRF, a:s partículas em crescimento teriam pontos de rupturas 
., 

aJ.ternados, a es:p9.ços equivalentes ao comprimento das particulas curtas e 

longas, respectivamente;(�) 
, 

As particulas curtas seriam produtos colate-

rais, não �nfetivos,_ da infecção pelos virus. do grupo do .VRF, e potrtanto 
, -

diferentes das partículas longas, podendo ou nao estarem implicados no 

fenômeno da infecção e sintese (Lister, 1966; De Zoeten & Shalla, 1966b). 
A , N 

Embora as evidencias obtidas ate agora nao permital!l eliminar total-
, , 

mente outras hipoteses, a primeira das acima mencionadas e ronsiderada 
� � N . 

nesse trabalho como a mais pro:vavel, pelo menos em relaçao ao VAP� Sua 
� . , 

extensao aos demais virus integrantes do grupo do VRF deve esperar o adven,;.. 

te de mais dados, principalmente sÔbre ultraestrutura dos tecidos infeta.dosa 



' \, 
� ·  ,1,1 
1 •. ,.. 

,-:.34 -

tsse ponto de vista msea-se nas seguintes observações:. (5l) Tor -

exames de secções ultra.-finas de c;lulas invadidas i:;elo VAP, independente 

do tecido e da planta considerados, desde que intactos, a julgar pela sua 

N � f preservaçao geral, as particulas do virus ocorriam em agregados máis ou 

menos ordenados, adjacénte aos mitocÔndrios, tendo comprimento bastante 

uniforme, em tôrno· de 200 mp.. Agregados· sindlare;::, constituidos de part:Ícy_ 
... , 

las menores nao foram observados ate o-- presente. Alguns supostos casos -

representariam secç;es obliquas ou tangenciais .de g:';"J..;'OS de part:Ículas lon, 

gas. · Deve-se ressaltar aqui que,. desde que a fixação e a inclusão tenham 

sido bem feitas, e exame de secções permite. observar o virus e as estrutu• 

ras celulares literalmente sem nlteração·alguma ,enquanto em preparações ..

rápidas ou purificadas os tratamentos que o virus sofre são bastante dr;s

ticos; <!?) · A proporç;o entre :r;nrticulas longas, baseada em estima.tivas -

feita-a por m:todos espectrofotom�trieos (Silva, 1965) ou na contagem das 
, ... , ,,, 

particvlas em pre:i;:e.raçoes rapidas foi de cerca de 3 longas para 1 curta� 

Em determinações individuais houve certa variação para mais ou menos sÔbre 

êste tela, De qualquer maneira, se a maioria das particulas curtas fossem 
, , A sintetizadas nas células infetadas, seria razoavel esperar-se sua ocorren-

eia numa frequência similar; (Q.) 
, ' 

Quando as celulas se achavam visivelmente 

em decadência, decorrente da infecção,_ ou alteradas por artefatos de fixa

ção, as particulas curtas e longas eram encQntradas dispersas ao · acaso no 
. ..  

citoplasma, e sua posiçao era tal que em geral percebia-se tratar de uma 
- , ' ,

incluSao dt!! particulas longas desorganizada, sendo provavelmente as parti 

culas mais curtas, fragmentos destas (Fig. 22A). Como nessas condições as 

particu1.a.s curtas são identific�veis, mo procederia a argumentação de 

elas ocorriam em c;lulas, mas sem formarem inclusões .. 
.. , 

O fato de nao ocorrer particulas de comprimentos inferiores a 200 mp

num.a frequência aproximadamente. igual, torna dificil aceitax aquelas de-
, , . 

55 m\1-1 come formas inte:r,-nediarias de um processo s:intetico· por crescimento 

terminal. Quanto à sugestão de K8hler (1956), se v�lic1a, faria com que .p8.!:_ 

ticulas longas e curtas ocorresem numa mesma proporç�o, tanto in vitro 
-

, . 
, 

in si tu. Pelo memos com re1açao ao V AP, dentro das celuJa s infetadas 

nao õcorreu. 

eomo

isto 
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, 
De Zoeten e Shalla (1966b) l'tfirmam ter encontrado- partículas curtas 

,

e1ongas no interior das cEJ3.uJ.as de fumo, infetadqs pcur um isolado califor-

niano de VRF, e cujo- padrão de distribuição do·s comprimentos se assemelhava 
, ,.  N • A A A 

aquele das preparaçoes 1_n vitro, fato este que eles consideram como eviden-
, ' , , 

eia favoravel a hipotese de que as partículas curtas representariam .um pro-

duto .. colateral, não i:nfetivo, da infecção por ;ste virus. Todavia, meneio-
,

nam De Zoeten e Shalla, que as partículas do VRF formam na f'ase inicial da 

infecç� ;, inclusÕes cris.talinas que com o decorrer do tempo se desagregam. -
... , , Embora em seu relato aqueles autores nao mencionem claramente,e muito prov� 

f A , , . 

vel que as particulas curtas por eles cons�atadas, somente aparecessem con� 
,. 

picuamente nesta última fase, como consequencia de quebras durante a desor-

ganização das incluscies, como ocorreria com o V.AP. 

Quanto a Listar (1966), atribui êle �s particulas curtas· u.ma função 
,

especial, quando notou que as inoculando juntamente com particulas longas, 

diminuia a freqüência do apàrecimento de isolados insttveis do VRF; .por 
, , 

outro lado, adicionando-se a:os inoculas de isolados insta:feis, reduzia . o 

aparepim�n�o dêstes nas subculturas _das lesões locais. Como nêstes isola

dos inst;veis, admite-se que o lRF' ocorre na forma de RNA livre (Sltnger· _& 

Brandenburg, 1961; Cadman, 1962), Lister sugeriu que as particulas curtas 
f • N 

conteriam em seu RNA, diferente do RNf... das part1.culas longas, 1.nformaçoes 
, . . , 

nec�ssar1.as para comandar o seu capeamento tanto das partículas curtas , 
f como longas, pela proteina. Contudo seus. dados devem ser encarados com 
H N , 

reservas, pois a 'obtençao de preparaçoes de partículas curtas ou longas ..:. 

sem contaminação: bastante dificil. 
, N , 

Alem disso, em sua teoria nacr ha uma 
.. , - . . 

, 

explanaçao razoavel para a origem do RNA. da particula menors 

e. As particulas dó V.A:P nim sitult e. a citolog!,ª'-J!Q§ tecidos de_ nlantas

infetadas
, . N A 

As inçlusÕes citoplasmaticas e sua associacao com mitocondrios 

A cmmparação das particulas, formando inclusões citoplasm�ticas 

caracter!sticas, presente nas secções de ct1u1as de plantas infetadas pelo 

VAP, com �qu.elas observadas em secções de sedimentos de preparações purifi_ 

cadas e infeti vas do V .A:P, obtidas por ult racentrifugação, dirime qualquer 



, ' 
duvida quanto a identidade delas (Fig. 12A., E). A instabilidade destas 

inclusões� fixação com mio4 s-eria uma evidência suplementar� sua na

tureza. nucleoproteica (Luft, 1958; Sha1.la, 1961). 

Quando a .infecção : sistêmica; não h� aparentemente restrições -
, 

quanto ao tipo de tecido susceptivel de ser invadido pelo V.AP,. Em todos 
, _  • • , ..,,  • A  

os orgaos examinados, 11 teralmente so na.o foi ele constatado no interior· 

dos vasos do xilema, e pelo menos dentre os virus a.t: agora estudados -
' , , 

histologicamente, e o unico que invade o meristema apical ou radicular.

Não· se observou peculiaridades nas ·inclusões ou nos tecidos afetados que 

permitissem distinguir os diferentes isolados do VAP, complementando a 

similaridade in vitro. 
. , .,, , 

Alem da detecçaó das partículas do VAP in situ, verificou-se sua 

constante associação com mitocôndrias (Figs., 1.3
1 

22). Dos virus de planta, 
, , 

de forma alongada e desprovidos de membrana envoltoria ate agora estudados,

a maioria ocorre na citoplasma sem se associarem especificamente com det� 

minadas estruturas celulares. 
.. , 

Como exceçoes, alem do V.AP, pode-se meneio-
, ... t ,

·nar uma possivel relaçao do. VMCF e do virus do mosaico do trigo com o reti

culo endoplasm;tico (Kohlemainen et al., 1965; Saito, comunicação pessoal)
� , 

e a "correncia intra.nuclear dos vírus do amarelo da beterraba (Cronschaw

et al., 1966), do mosaico-em-faixas da cevada (Gardner & Shalla, 1966) e 

do mosaico amarelo do salsão (Apium graveolens L.) (Kitajima & Costa,1967). 

De Zõeten e Shalla (1966b) aventam uma possivel relação das particulas do 

VRF com estrutura de Golgi, mas suas micrografias não são convincentes. 
. , 

Mesm� com v±rus de animais, raros são os exemplos de associação de 

virus com mitocÔndrios. Todavia, nos casos descritos,_ a relação entre os 

! > 

virus e esta estrutura celular tem sido mais intima que no caso do VAP, 

pois as particulas chegam mesmo a ocorrer em seu interior, podendo aparen-
, N , 

' 

temente ai. serem sintetizadas, como na infecçao do vírus da leucemia eritr.Q, 

bllstica (Bennedetti & Bernhard, 1958) e da mieloblastose de aves (Bonar et 

�O 1959) e da 12este bovina (11rinderpest"f (Bt-eese & De Boer3 1962)e: 



. , 
Certas estruturas com as quais ·partículas do V AP · àparecem associadag, 

em preparações r�pidas (Fig. lA, e, E), devem representar mitocÔndrios. Sua 

semelhança morfoligica eom mitocÔndrios e a associaçao intracelular acima 

referida, servem de base para esta assertiva. 

·· Â associação entre element�s do reticulo endop�".8m�tico, particulas
,. ,· . " ,. . 

do VAP e mitocondrio, observada. uma unica vez numa celula do parenquima do 

floema, de fÔlha de tomateiro (Fig,. 19A), devida a sua raridade, não permite 

inferir se o fato constitui-se numa anomalia; ou numa fase que zmtecede 

organização das rarticulas do VAP junto ao mitocÔndr.i.o, cuja duração seria 

extremamente rápida• 
, �� 

A analise das micrografias de secçoes :ie tecidos infetados, sugere 

que os mitocÔndrios quando associados com inclusões do VAP, tornar-se-iam -
. , , 

achatados, estando as partículas preferencialmente dispostas nas superfícies 

de IÚ-ea maior, produzindo uma figura que tridimensionaJ.mente lembraria uma 

escÔvà com pêlos dos dois lados. Isto explicaria a elevada freqftência com 

qúé aparecem não s; mitocôndrias individuais, mas grupos dêles dispostos la-
, . . 

' , 

do-a-lado, tendo partículas do VAP associadas as superfícies laterais mas 

não nas extremidades. Eml::ora· em parte esta configuração dõ complexo mito- . 

cÔnd:rio-VAP possa também explicar a baixa freqüência de secções trarisver-
,I N .,P .. sais de grupos de partículas do VAP, ela nao e inteiramente satisfatoria, 

se os mitocôndrias so orientam ao acasoo Como não se obteve evidências de,. 

uma orientação preferencial desta estrutura nas c�lulas infetadas, uma ju.§. 

tificativa plausivel seria que quando grupos de particulas sio seccionadas 

transversalmente, êles teriam sua detecção dificultadaº 

Não h� ainda uma explicação definitiva :i;:ara êtes tipo de associação 

entre as partículas do V AP e os mitocÔndriog,, Uma proposição 1:astante- -
, N 

ra.zoavel seria de que se nao integralmente, pelo menos uma das fases dai 
f 

.· , • 

sintese das partículas do V.AP seria altamente endergonica.1> e a pximidade 
·, , A 

topologica com o mitocondrio, a fonte da energia celular, seria bastante
1 ., , 

vantajosa. E possível que esta demanda extra de energia exija uma mei:io:r� 

atividade do mitocôndria, e que se refletiria no desenvolvimento das cri.§. 
, , 

tas e trnnbem no ·aumentcr de seu numero, constituindo-se numa da.s causas -



da maior atividade respirnt�ria dos tecidos infetados pelo VAP, fato êste 

recentemente observa.do por Silva (1967). 
,,.. 

Gitõ'logia das folhns de plantas infetadas pelo VAP 
� . -

Nas folhas, as inclusoes do VAP parecem ocorrer preferencialmente 
, A , , 

nas celulas do paronquimn lacunoso e poliçadico, embora tnmbem ocorram em 

menor freqftência em outros tecidos, ru.guns bastci.nte especializados· como 

certas estruturas secretoras em Biden.g (Fig e 180, D)º A tra:nslocaç�o do -
' A ' , 

VAP a curta distancia provavelmente dar-se�in a.troves dos plasmodesmata. -

A distiincias m�.:n7es, deve êle ser transportado pelos vasos crivados; a 
p 

presença de pg.rticulas isoladas óu agregadas cm seu interior constitue-se 

numn. evidência direta � Última hi�tese (Fig., 140, E), embora mo esclareça 

definitiva.mente a possibilidade de o VAP se m·:ütiplicar em seu interior. -

Nos vasos lenhosos em nenhum caso foi constatado a presença do WAP, 

obstante o µi.r�nquima adjacente usualmente se achar infetado. 

nao

Recentemente houve uma controv:rsin em tôrno da identificação das -
� , . ' , N ' 

partículas do VMOF em celulas necrosadas de lesc:i}es de Ni,cotfana glutt,nosa

(Hayashi & Matsui, 1963.,, 1965; Weintraub & R:i.getli, 1964). Ne- caso do VAP,
' . ' ' . , , � 

- ' , , ' 
a identificaçao de agregados de su.ns partículas e facilemente feita mesmo

em c:1u1as completamente necrosadas, em lesões locais ou nas necroses si� 

t·�cas (Fig. 16) • So nessas condições, o.s po.rticulas permanecem inf otivns, 
,· .., 

e uma quostao aborta, todavia o fato demonstra cn�lmente a sua estabilidade 
. - � . , 

morfologica, supõrtando mesmo as alterações mais ou menos drasticas que
, , 

ocorrem no interior das celulas em processo necrotico.

A necrose sistêmica nas r;lms, induzida em certas plantas pelo VAP, 
.., , 

nao :rnrece ser um processo litico, uma vez que as diferentes estruturas ce-

lulares mant� de certa maneira sua integridade durante todo o processo• -

sendo Uir ,_ adensam.E:nto geral a oJ.teraçâ'.o mais visivel.., 
iA 

A intumescencia. de certos pontos da po.rede celular foi aonsiderruia. 

como um dos sinais da degenerescência celulo.r (Figo 17)o 'Irodavia, sua exata 

cà.usa ainda não ge acha esclarecida, podendo ela decorrer de um aumento de 

volume do- mater:inl que compÕe a parede celu.htr:, ou da deposiçô'.cr· de uma -

substância produzida pelo. c:1u1a, entre a parede celular e a membrana plas-
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m�tica. Esta ,D.timo: hipit0s� encontra apoio em observaçÕP "' feitas por 
, Mollenhauer et g.J.. (1961), em celulas da epiderme da ponta. de ra.iz do 

milho (Zea ínays Le), em. que um materio.1 denso, secretado pelo. estrutura 

de Golgi, t ali depositado. Contudo, nos presentes estudos, não se pÔde 

constatar fases intennedi�rias d�ste processo de deposição, e tão pouco -

uma inusitada atividade da estruturn de Golgi. Por outro lado, as raz;es 

pelas quais, o intumescimento deixa de ser observado em fases avançadas -

da necrose não são conhecidas. 

Em secç;es ultro.-fina.s de r;lhas de perp:tua infetadas pelo VAP, por 
N - N A , razoes ainda. nao compreenaidas, as inclusoes deste virus ocorriam raramente. 

Contudo uma particularidade marcante foi a ocorr;ncia de formo.çÕes crista

linas, ri.parentemente sem relação C1.lgUIIJn fOm as particulo.s do VAP., contidas 

em estruturas membranoso.s, e em muitos chsos, no espaço perinucleo.r das 
. 

1 � 
p h I H celula.s do parenquimo. do floema (Fig. 22B). Observaçoes feitas pelo autor 

,1 

em tecidos folia.rés de pcrp�tua, infetadh ou mo com ô.lgu..11S outros virus, 
1 

... , . 
.A1 . .d... . di ' . ,., naõ revelaro.m a.te a.gora tais cristais. s evi enc·1.:1s spomye1s na.o_ per-

mitem estabelecer sua na.tu.reza e tno pouco uma relação definitiva entre a 

ocorrenéia dêstes cristais e a infocçi, com o VAP. 

A presença de inclusões do VAP nos tecidos flora.is anômalos (Fig. 18 

A, B) e também cm tecido.s de fruto de tomateiro (Fig .. I9D), a.testro . a va.ri� 
/ A p 

de.de dos tc�idos susceptiveis de serem alcança.dos por este virus. 
, As cclula.s infetadas, exceto quando em vius de necrose, ou nas adju-

cên«t��do tecido necrosa.do, a.1ém das nltcrnçÕes na disposição e estrutura 

dos mitocrond:cios e a presença. de inclusões, nÕ:o se a.presentron profunda.mente 
, , ( '

modificadas. Porem, os :glastideos parecem ser a estrutura moi s sensive-l a 

infecção, p:trticularmcnte nos casos em que esta resulta r.tn sintomas de mo-

saico ., Êle sofre alterações (Fig. 19 C) do mesmo- tipo j� r9ln.tndo em 

plantas infetadas pelo VMCF (Shalla, -1964) e o v:Írus de vira-cabeça (Kitnjimn., 

I965a.) ,. por exemploe 



A presenç4 do VAP nas zona.s meristem�tica.s apicnl e rn.diculo.r 

Os resultados dos exames de secções de ponta do ro..iz de tomateiro 
, 

' 
, 

e fumo e do apice veg,-etativo e dos primordios foliares de fumo, no micros-

c;pio electrÔnico, mostraram que pelo menos nestas plantas, as partículas 
' , .. 

do VAP ocorriam bastante proximns e provavelmente no interior da zona. con§. · 

tituidn de c�lulas meristem�ticas dêstes �rgÕ.�s (Figs� 20 e 21)� Apesar 

dn.s dif iculdades harl.das em se identificar claramente as diferentes partes 

componentes, particularmente do. extremidade apical da raiz, a caracterizo.:-
- , . 

, . ,.
. çao dns celulas meristematicas 1:nseou-se alem da tQpOlogi.a, na sua morfol2, 

, , 

gia. Quanto a esta ultima, foram considerados os criterios estabelecidos 
, 

por WhaJ.ey et al. (1960) e em muitos casos, sua natureza meristematica era 

;bviamente demonstrada , pelo fato de as celulas se encontrarem em plena 

mitose (Figs. 20 A, D; 21 A) o, Esta observação sugere que aparentemente a 

infec� da célula meristemática pelo VAP não interfere com as ativ idades 
.. -

norma.is daquela, ligadas a divisaoo 
, 

Tem sido uma ideia bem aceita e generalizada/undamentada em numerg, 
, sos dados experimentais, que a região meristematica acha-se normalmente •-

livret de virus (Crowley & Hanson, 1960; Smith & Schlegel ,-· 1964; Kitajima, 

1965a) • Por�, as razbes dêste fenômeno- se o movimento do virus não ; ca-
... , t ... , 

paz de superar a multiplicaçao das celulas,, ou se o virus na.o e capaz de 

vencer a competição das atividades meta�lica� das c�lulas·meristeni�ticas 

para se estabelecer- ainda não se acham esclarecidas ( Schlegel, 1965) • O 

VAP parece constituir-se na primeira excessão a esta regrao Deve-se amntudo 
, I , " 

lembrar que o numero de virus ate agora testado quanto a possibilidade de 
, , 

invadir o tecido meristematico e relativamente pequeno, o que torna esta -
N , 

generalizaçao 1:astante questionavel� 

As raizes prim�rias e os ;pices vegetativos possivelmente se:rff'.'ll in-_ 

fetados ·pelo VAP que se translocara das f�lhas infetadas, pelos vasos criVã, 
, , , , • • ,I' 

dos e dai, de celula para celula, ate atingir o meristema. As raizes adve!! 

ticias, contudo, originam-se do desenvolvimento de ccl.ulas do caule que se 

desdiferenciam, tornando-se meristem:ticas (Esau, 1953)e Como aquelas celg 

las prov�velmente j; estariam infetadas quanto se transformaram em meriste-



m�tica�, o VAP teria simplesmente permanecido em seu interior, muJ.tipli-
A - , 

cando-se simultaneamente nas divisaes subsequentes da celula. Todavia, 
, 

como o VAP consegue. se manter em seu interior, enquanto o virus de vira-

cabeça, por exemplo, não o faz (Kitajima, 1965e;) � uma questão que no 

momento não tem resposta. 
, 

' 
, 

Quando i_nfetando celulas meristematicas, o V.AP 

·teria aparentemente sua taxa de multiplicação reduzida a julgar pelo pequ�
, H , , -, A 

ne numero de inclusoes ppr celula na zona meristematica, numero este que -

aumenta gradativamente 'a medida que se afasta desta região. Tambem parece

provável que na chamada zona quiescente da ponta de raiz (Jensen &

Kravalgian, 1958) o VAP não ocorra.
Â , A • Uma consequencia pratica desta ocorrencia do VKP no meristema, se 

, 

comprovada que o mesmo se da em outras plantas hospedeiras, seria a impos-
, 

sibilidade· de se obter clones livres de virus por cultura do meristema -

apical do caule, como se faz com 1:atata e algumas outras plantas, a partir 

de plantas infetadas (Hollings, 1965). 

Infeccão mista de plantas com. o VAP e com o virus Y. da batat§, (VYB) 

A presença de inclusões intracelulares características 'a infecção 

com o VAP e o VYB (Fig .. 19 B), mostra que a infecção mista chega realmente 

ao nivel celular. No presente caro, aparentemente não houve efeito sineri--
• , A , ,_ 

gim:, ou de interf erencia de um virus em relaçao ao outro, podendo ambos 

se multiplicarem numa mesma celula, independentemente. 
, 

e. Histologia de plantas inf�tadas pEilo VAP ao microscopio convencional

Ao lado das investigações electrono-microsc;pica dos tecidos de 
, 

. -

plantas infetadas por diferentes virus, como programa normal dos trabalhos 

da Seção de Virologia do Instituto Agronômico, investiga-se a possibilidade 

de algumas das alterações observadas ao microsctpio electrÔnico serem de

tect�veis ao microsc�pio convencional, como um m;todo de diagnose, princi 

palmente nos casos em que não se dispõe daqu;le instrumento •. 
,., , ' 

No caso do VAP, apesar de as inclusoes citoplasmaticas serem facil-

mente constatadas ao nÍvel do microsctpio electrÔnico, não se obteve nenh1!; 
,., . , , 

ma indicaçao sobre sua detectabilidade ao nivel do optico, e por ora, uti-
, . lizando-se os metadas descritos no presente, trabalho, a microscopia conve.!1. 

cional não serviria pa,ra fins de diagnoseº 
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6 - RESUMO 

O presente tro.h.'llho descreve os resulta.dos das investigações sÔbre 
, 

' 
, 

o. morfologio. das po.rticulns de 4 diferentes isolo.dos do virus do- anel do -

pimentão (VAP) e a ultraestrutura dos tecidos por ê1es infetados e

, 

Em sintese, foram seguintes as observações e conclusões feitas: 

(�} Particulas tubulares, de cêrca de 25 mµ de diâmetro externo e com o 

crural o.:rla.1 de 4 II\u de largura., foram consistentemente encontradas em pre

parações r;pidas ou purificadas e em secções de tecidos de plantas ii:ifeta

das pelo VAP • A mensuração dos comprimentos desto.s po.rticulo.s indico.ro.m -
...

o. existencia de dois tipos predominantes, respectivo.mente com 54 e 199 mµ.

de comprimento normal. Êstes valores eram independentes do isolo.d� do
., , , 

virus, da planta hospedeiro. ou dos metodos de preparo do especime utili-

zados. Contudo, em secções ultro.-finas de tecidos infeto.dos, foram encon-
� , , ,

tmcbs inclusoes citoplasmatico.s, constituido.s apenas de partículas longas.
, 

Estas podem ser sepo.ro.das das curtas iUJ... trq,, o.traves do. ultra.centrifuga-
- N � 

ço.o em gr:idiente de densidade, quando entao demonstra-se que somente elas

são inf'etiva.s. 

, 

Estas pa.rticuJ.as qu�ndo contrastadas nego.tiva ou positivamente, ou·em 

secções, revelavam clarC1Jllente sua mtureza tubularº Uin o.nel denso� margeal! 
,

do o canal a.:xio.l, observo.do em particulo.s seccionadas t.ro.nsversclmente, d� 
t/Y , , , 

ve representar a situaçao,do acido nucleico do viruso 
' ,, A, H 

Quo.nto as po.rticulas curtas, as evidencio.s obtidas sao sugestivas d� 

que elc.s representariam t'reegmentrrS: eqilivalentes a l/4 das· longas. 

(g) O tratamento à.e preparações infetivas com ribonuclease e/ou tripsino.,
,.. ' , 

nao afetou sensivelmente sua infetividade, ou a estrutura das particulo.s

que as compõe. Em algumas experiências, por razões o.inda não compreendi-.
H N p 

das, o. tripsinizaçao induziu uma agregaçao termino.l das partículas&

(,2) O aquecimento de uma. preparação inf eti va dCY V ilF, � temi::e raturo supe-
'

ri6r u 65,-70QC durante 10 minutos, faz decre,sce.r sensivelmente e mesmo

eliminar totalmente sua infetividade. Simultuneo,mente ocorre uma degradg
,w , C""' N 

çao genercliza.da das particulo.s, precedida. ou no.o de UffiQ fragmentaçao das

mesmas em um mo.terio.l pulverulento, constituído de grrumlos de 30-40 A
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A .. A de dia.metro, e que possivelmente representam gmpos de ca.psomeros denatu-

rado-5. 

(f) Exames de s-ecçÕes ultro.-fina.s de tecidos de plantas infetadas por -

qualquer um dos isolados do VAP, mostrarnm consistentemente n ocorrência; 
... , 

de inclusoes citoplo.smatico.s, co11stituido.s de agregados ordem.dos de po.r-

ticu.l.o.s tubulares�, de �• 200 mp. de comprimento. Estas são considero.dmS' 

representando o VAP in situ, da.da; sua identidade com aquelas encontro.d�s 

em se.cçÕes de sedimentos de prep:i.ro.çÕes purifico.do.s e infetivo.s, obtidas 

por ultro.centrifugnção. 

(i) Em geral as c�lula.s invn.didas pelo VAP nÕ.o mostro.vnm alterações pro-

fundp.s., 
, 

Todavia., em certo.a planto.s hospedeira, em que ha uma necrose si§_

têmica. decorrente da. infecção, nas c�lulo.s em vias de necrose ou no.quela.s

adjacentes ; parte necrosada, as inclusões freqtientemente apa.recinm deso,t
, 

ga.nizado.s, o.parecendo p:i.rticula.s menores do que aquelas de 200 mp.,- diSJJl'll!: 
,,. .. , 

sa.s no citoplasma. Este fato constitue-se numa. da.s evidencias fa.vora.veis 
.. ... , a:·consideraçao de que as particulas curtas representom fro.grnentos da.s lou 

, 

�as, podendo· a ruptura; dar-se mesmo no interior do.s celula.s. 

(h) Um fato ma.rca.nte foi a élSsocinçâo constante das po.rticula.s do VAP,
.. , A JI 

formando inclusoes, com a superficie lateral dos mitocondrios� E o pri-
, , 

m�ir� caso descrito, em que particula.s de um virus de plélllta se associa 
.... 

com esta estrutura: celular. Esta. associação sugere que o mitocondrio de-
, 

sempenharia. um papel importante em pelo menos uma. das ra.se.s da. sintese do 
.. 

VAP, possivelmente a.tendendo a. uma. eventual eleva.da. demanda. de energia. 

Certas alterações na. estrutura: do mitocÔndrio estnria.m relaciona.das com 

esta a.tiv:ido.deo 
• N .. 

As 1.nclusoes do VAP foram encontradas em pra.tico.mente todos os tipos 

de tecidos das plantas infeta.da.s pelo VAP, e mesmo no interior do.s celu.-
, , 

lo.s necroso.das, elas ma.ntem sua. integrido.de morfologicas,o Contudo un1él _, 

constata;çâo importante foi a. de que po.rticulas do VAP ocorriam na região 

meristemática do ápice vegetativo, do primÓrdio foliar e da ponta de ra

iz, o que constitua-se na primeira demonstração visual dêste fato. 

(i) As evid;ncias electrÔno- microsc�picas não demonstraram diferenças



! entre os 4 isolados do VAP inv estigados, e
1
que

0
juntamente co� dados de pa-

' 

� � 

tológia e _aerologia, indicam serem eles o mesno virus, ou estirpes de um 

mesmo complexo. Por outro lado 
I 

apesar de o complexo do VAI? ter certas ... 

peculiarida-des morfolÓgicas,patoitgicas e serol;gi cas, o conjunto destas -

pro priedades justifi ca a sua inclusão no gnpo do- v!rus do Mrattle11 do fumo. 
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MORPHOLOGY OF THE P.ARTICIBS OF PEPPER RINGSPOT VIRUS (BRAZILIAM T0BA.CC0 

RATTtE VIRUS} AND THE ULTRASTRUCTURE OF TIIB INFECTED TISSUES 

7 - SUMMARY 

Tubula:r particles, about 25 m]l in dia.meter and w.ith the axial cha.nnel 

4 mµ 'Wide, were consistently found in crude or purified preparations, as 
1 

well as within cells, fro!J11 plants infected with each one of the 4 different 

isolates of the pepper ringspot virus (Brn�ilinn toba.cco rnttle virus). 

Mea.surements of the length of these p::i.rticles in vitro, indica.ted the 

existence of 2 prevoJ.ent types of pb.rticies, respectively with 54 and 199 

mp- in normal lengt.hà, T.b.eee vo.Iues i.ndepended óf the virús isole.te.,. host plnnt 

ór preparo.tive methos used. Infected cells, contained cytoplasmic inclusions 

consisted of long particles only., These vrere easily seµirated from the 

short particles in vitro, through density gradiente ultracentrifugo.tion, 

being then demonstrated that onJ..y they are infective. 

Negative or positively stained, or ultra-thin sectioned particles, 

revealed clearly their tubular nature. In sections, adense rim, bordering 

the axial channel was considered to represent the site of the ribonucleic 

ncid in the pepper ringspot virus (PRSV) particles. 

Concerning the na.ture of the short particles, although the evidences 

collected were not entirely conclusive,these are suggestive tha.t tbey must 

represent fragmenta, roughly equivalent tó- 1/4 od the longer one. 

Trypsin and/or ribonuclease treatment did not affect either the 

infectivity or the structure of PRSV µirticles. However in some instnnces., 

trypsinization induced and end..:to-end aggregation of the pa.rticles., 4ue 

to still unknoim. reasons. 

Purified and infective prepnrations · heated at a constc.nt tempera-

tura above 65',,--70QC during 10 minutes, lose their activity. Simultaneously, 

a degradation of the PRSV particles occurs, characterized by their tra.nsform

ation into tiny powdery mó.terio.i about 30..40 A in diameter, which probably 

represents denutured. protein sub:mits. Such decomposition was u.sual.ly prec

ceded by an intense fragme·ntation of the po.rt'icles into sborter units or even 



E:m.mina.tion of ultra-thin sections of tissues from PRSV infected 

plants showed c;nsistently the presence of characteristic intracellular 

inclusions, formed by ordered aggregation of tubular particles� These ar� 

considered as representing PRSV in situ beca.use of their identity 'W'.ith those 

particles found in thin sections of pellets obtained by ultracentrifugation 

of purified and infective PRSV preparation. 

Inçlusions were often found associated with mitochondriono This 

association was such that groups of PRSV particles appeared disposed perpend

icularly on the lateral surface, but not at the ends of this cell structure. 

In some instances 7 there were indications that virus particles might surround 

completely the lateral surface of mitochondrion. This close relationship 

between PRSV ànd mitochondrion strongly suggests that the latter might play 

an important role in at least one of the steps of the virus synthesis, 

pro oo.bly satisfying a high energetic requirement. Certain structural . changes 
i 

of the mitochondrion 1 might be related with such a:ctivity. No other plant 

or animal virus so far investigated is known to have such association. 

Viral inclusions were found in practically every type of tissues of 

thl!r pla.nts infected with PRSV E:%Cept xylem vessels. Even in completely 

necrotic cells, PRSV inclusions v19re identified, pointing out to their 

rela.tive morphological stability. 

An important finding was the occurrende of PRSV inclusions within 

the meristematic zone of shoot apex, leaf primordium or root tip, which 

seems to be the f irst visual demonstration of this f act. 

Usually PRSV-infected cells did not present procounced changes, 

except those'related to mitochondrion, quoted above. But in some cases, 

in which infection results in necrosis, cells in necrotic process as well 

as in those neighboring necrotic areas7 PRSV inclusions commonly appeared 

disorganized, and the particles shorter than the 200 mr type, were seen 

scattered in the cytoplasm. · This famt is considered as favorable evidence 

for the coneept that short particles of PRSV represent'.•• broken pieces of 

longer particles, :r.ather tham prod:ucts of infeetion,. 



..., !{l -:

There -was. no electrori microscopical difference among the 4 isolates 

of PRSi investigated, which complements the pathological and serological 

evidences pointing out that they are the same v:.".:ru.s, or iit,rains of the 

sarne complex.On the other hand, despite some morphological, pathological. 

and serological peculiarities, the bulk of these .properties justify the 

inclusions PRSV within the tobacco rattle vi.rus groupe 
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