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i. CITOPATOLOG6IA

0 estudo dos virus de plantas através da microscopia
eletrbonica permitiu desde 1939 a observacdo de particulas virais
tanto alongadas quanto isométricasr J& previstas por suas
propriedades oOpticas manifestadas pelas suspensbGes de virus
purificados (Borges, 1976). Contudo, com a aplicacdo de técnicas
de ultramicrotomia de tecidos infectados, a partir de 1942 (Pease
& Baker, 1948), iniciou-se entdo a observacdo do patdgeno em suas
hospedeiras. Em 1950, Black e <colaboradores, vrealizaram 0
primeiro trabalho no qual a técnica foi aplicada na tentetiva de
visualizar particulas do virus do mosaico do fumo ("Tobacco
mosaic virus"-TMV)# nas células de suas hospedeiras.

Por outro lado, a virologia foi, provavelmente, um dos
campos da ciéncia que mais beneficiou a introducdo do microscopio
eletrénico como ferramenta de pesquisa. Assim, 0 exame ao
microscopio eletrdonico de transmissdo de seccdes ultra-finas de
tecidos infectados por virus além de demonstrar diversos aspectos
da biologia dos virus, frequentemente oferecem pistas para a
diagnose das doencas causadas por estes virus, pois certas
combinacbes virus-hospedeira produzem efeitos citopaticos tipicos
(Matsui & Yamagush i, 1966? Borges, 1976? Kitajima, 1977; Martelli

& Russo, 1977).

* Todos os virus e virdides quando mencionados pela primeira vez
no texto serdo citados em portugués, quando o nome dos mesmos for

traduzivel, com seus respectivos nomes e siglas em inglés entre



parénteses. Caso contrario, serdo citados inicialmente apenas em
inglés. Para ambos os casos, eles serdo posteriormente vreferidos
apenas pelas suas siglas. 0Os virus e viroides mencionados e suas
siglas estdo listados nas tabelas 1 e 2, respectivamente,

apresentadas ao final da introducgéo.

0 exame de células de plantas infectadas por virus tem
permitido a observacdo de particulas no citoplasma, nucleo,
vacuolo, cloroplastos; associadas a mitocSndrias, complexo de
Golgi, reticulo endoplasmatico e plasmodesma. Além de particulas
virais também podem ser observadas estruturas induzidas pela
infeccdo viral, contendo ou ndo particulas de virus referidas
como corplsculos de Inclusdo. Estes podem ser cristalinos ou
amorfos <ou ambos) numa mesma célula, e podem variar de tamanho.
Surgem elas como conseqliéncia de um disturbio do metabolismo
celular que acompanha a infeccdo viral, mas nao sao
necessariamente um produto deste processo. Em alguns casos, estas
incluso®"es sdo um acumulo mais ou menos inerte de particulas de
virus ou excesso de material viral, mas ha evidéncias de que, em
muitos casos, 0s corpusculos de inclusdo desempenham uma funcao
primaria na sintese e/ou montagem dos componentes virais
(Hartelli & Russo, 1977). A seguir sera feita wuma revisao

resumida das alterac¢Ses citopatolrfgicas mais caracteristicas,

associadas a 1infec¢Ses por virus de plantas.



No citoplasma podem sugir varios tipos de inclusdo,
dependendo da combinacdo virus-célula hospedeira, representados
por meio de particulas virais , proteinas ndo estruturais e
alteracdes celulares, ou uma mescla de todos eles (Borges, 1976;

Martelli & Russo, 1977; Matthews, 1991).

1.1.1. Agregados de particulas de virus

As InclusbGes formadas por agregados de particula* de
virus podem ter o aspecto de massas fibrosas compostas por feixes
de particulas filamentosas, o0 que tem sido observado em muitas
hospedeiras infectadas por componentes de diferentes grupos de
virus alongados <como os potexvirus, carlavlrus, potyvirus,
closterovirus, etc.

Ao microscopio eletrbnico de transmissdo estas massas
fibrosas parecem ser inteiramente compostas por particulas de
virus alinhadas paralelamente, cuja extensdo pode coincidir com o
comprimento da particula de virus. Outro aspecto estd relacionado
com a formagdo de arranjos paracrlstalinos nos qualis as
particulas de virus estdo dispostas lado a lado num arranjo
hexagonal. Uma variante deste tipo de inclusdo é observado em
células infectadas pelo estirpe Aucuba do TMV, onde sucessivas
camadas de particulas de virus estdo orientadas em um angulo de
600 (Warmke & Edwardson, 1966; Warmke, 1968? Francki et al._,
1985).

OQutro tipo de 1inclusdo bastante frequente sdo as

cristalinas formadas por arranjos ordenados de particulas virais



que podem ser induzidas tanto por virus isométricos quanto em
forma de bastonetes. Como exemplo, temos membros do grupo
tobamovirus que produzem inclusdes <com aspecto de placas
hiali nas de formato hexagonal ou arredondado. Estas formas
hexagonais sdo tipicamente observadas em infecgcbes desenvolvidas
pelo estirpe comum do TMV, enquanto a fTormacdo de placas
arredondadas se da por outros estirpes deste mesmo virus. Nos
cristais as par-iculas de virus estédo orientadas
perpendicularmente as faces hexagonais e paralelamente éts faces
laterais (Willison, 1976), enquanto que as placas arredondadas
sdo compostas por camadas de virus bastoneteformes em arranjos
paralelos, contudo as pilhas de particulas ndo sdo todas do mesmo
tamanho como para o TMV (Hatta & Ushiyama, 1973).

Quanto aos virus isométricos, desde 1956, quando
relatou-se a cristalizacdo do “tomato bushy stunt virus-TBSV, a
observacdo ultraestrutural tem revelado a grande tedéncia destes
virus a cristalizacdo. Esta tendéncia tem sido descrita entre os
bromovirus, comovirus, cucumovlrus, Ilarvirus, luteovirus,
nepovirus, tombusvirus, tymovirus e ainda para oS sobemovirus,
necrovirus e satélite, virus do enrolamento da folha da batata
( potato leaf roll virus*-PLRV),*sowbane mosaic virus-SoMV, *pea
enation mosaic virus-PEMV*, e também para alguns virus do grupo
reovirus (Martellt & Russo, 1977). Estes «cristais podem ser
observados no nacleo, citoplasma e vacuolo de células infectadas

e apresentam tamanho e forma bastante variaveis.



As inclusbGes proteicas representam outro tipo de
inclusdo observada durante a infeccdo viral e dentre elas
encontram-se as denominadas corpuUsculos granulares amorfos. Estes
tem sido encontrados nos primeiros estagios das infeccdes
causadas por “clover yellow mosaic virus-ClYMV*, um potexvirus,
no citoplasma e vacuolo central de células de feijdo fava (Vicia
fava L>, aparecendo como corplUsculos eletron-densos arredondados
preenchidos por material amorfo. Observa-se que seu tamanho
decresce concomitantemente com o aumento do nUmero de particulas
de virus, sugerindo que estas inclusBes representam um *pool ™ do
excesso de proteinas virais sendo lentamente incorporadas nos
virions completos (Schlegel & DelLisle, 1971).

As inclusbGes cilindricas, outro tipo de incluséo
proteica, sao estruturas lamelares bastante complexas
tridimensionalmente, 1induzidas por todos os membros do grupo
potyvirus. A expressao inclusdo cilindrica foi primeiro proposta
por Edwardson em 1966 e sd mais tarde foram melhor definidas
(Edwardson et al., 1968). Através de seccoOes seriadas,
reconstruiram~se 0os corpusculos de incluséo associados a
infeccbes causadas pelo "tobacco etch virus-TEV" e o virus do
mosaico da melancia-2 Cwatermelon mosaic virus~WMV2*) que
possibilitaram entdo a observacdo de uma configuracdo basicamente
cilindrica. Em seccfes transversais, a caracteristica mais
notavel destas inclusdes é a presenca de um tubulo central do
qual se irradiam *bracos““curvos que oferecem a estas o aspécto

de catavento.



Além dos chamados cataventos (*plnwheels®) estas
inclusbes podem aparecer com formas semelhantes a pergaminhos
(“Scrolls*) ou como placas lamelares. Contudo, nem todos o0s
membros do grupo potyvirus apresentam a formacdo de todos o0s trés
tipos de inclusdo ao mesmo tempo. Baseado nesta observacéo
Edwardson (1974) propdés a classificacdo dos potyvirus em trés
grupos de acordo <com o tipo de estrutura associada Kk porcéo
central das inclusbes do tipo catavento. Diante desta diviséao
definiu-se entdo! (a) pergaminhos ou tubos - subdivisdo I, com 21
membros; (b) placas lamelares - subdivisdo Il, com 18 membros;
(c) pergaminhos e placas lamelares em conjunto - subdivisdao 111,
com 25 membros. Mais tarde, Edwardson et al.(1984) veio propor a
subdivisdo do tipo IV que consiste em cataventos, Scrolls* e
pequenos agregados lamelares curvos, Induzidos por 17 membros dos
potyv Irus.

No entanto, posteriores observacdes ao microscopio
eletronico vem acumulando evidéncias que indicam que as 1inclusdes
podem variar no curso da infeccdo. Estas variacOes se referem ao
namero, tamanho e a relativa preponderancia do tipo de incluséo
(Martell1 & Russo, 1977).

Com relagcdo & natureza destas i1nclusdes acha-se
esclarecido que sdo constituidas por wuma proteina com peso
molecular variando entre 67 e 70K, 0 que representa praticamente
o dobro do peso molecular da subunidade do capsidio do virus
estimado em torno de 33K (Hiebert & McDonald, 1973). Além disso,
estudos da traducdo In vitro tém demonstrado que esta proteina ¢é

codificada pelo virus (Dougherty & Hiebert, 1980 ).



Dentre as diversas 1inclusdes proteicas, as inclusdes
lamelares formadas por feixes de camadas multiplas de material
proteico tém sido encontradas consistentemente associadas a
infec¢cGes causadas pelo virus X da batata ("potato virus X-PVX™).
Juntamente com particulas de virus agregadas estas estruturas
constituem grandes corpusculos de inclusdo com aparéncia mais ou
menos granular. Shalla e Shepard (1972) foram o0s primeiros a
interpretar corretamente sua conformacdo e elucidar sua
constituicdo quimica. Além disso, sugeriram haver uma analogia
entre estas inclusbes e as do tipo catavento dos potyvirus.
Contudo, estas inclusdes certamente diferem das inclusdes
cilindricas, pois estas ndo constituem uma caracteristica para

todo o grupo potexvirus.

1.1.3. Viroplasna

Os viroplasmas sdo agregados citoplasmaticos de textura
fina e usualmente formado de material eletron-denso, no qual
produtos do virus sdo formados e/ou ocorre a montagem das
particulas. As Tlassicas"” matrizes viroplasmicas estao
consistentemente associadas a infec¢cdes desenvolvidas por todos
0s membros do grupo reovirus e caulimovirus, mas também tém sido
eventualmente encontrados associados a membros de outros grupos.

Entre o0s reovirus estas massas viroplédsmicas, quando
ricas em particulas de virus imaturas, incorporam grandes
quantidades de uridina tritiada apés 3 horas de incubacdo e séo
capazes desta incorporacdo até mesmo quando submet idos a
intervalos bastante curtos (20 minutos). Este tipo de experimento

fornece evidéncias da replicacao do RNA viral no viroplasma aonde



particulas completas do virus sdo formadas (Bassi & Favali, 1972;
Bassi et al., 1974). Dentro de 48 horas particulas de virus
maduras saem da matriz do viroplasma para imediacdes do
citoplasma (Bassi et al., 1974), aonde permanecem distribuidas ao
acaso, agregadas em cristais, ou ainda no interior de uma
estrutura tubular.

Quando tratamos de infeccdes causadas por membros do
grupo caulimovirus este tipo de inclusdo citoplasmatica é
altamente caracteristica e esta presente entre todos os membros
reconhecidos do grupo. Ao microscopio eletrbénico os viroplasmas
aparecem como estruturas elipsoides formadas por uma fina matriz
granular eletron-densa com é&reas eletron-lucentes; virions
aparecem tanto nas &reas densas como nas areas claras (Martelli &
Russo, 1977). Estes viroplasmas ndo se acham envolvidos por
membrana, mas geralmente sdo observadas grandes quantidades de
ribossomos ao seu redor; varios complexos de Golgi, associados a
microvesiculas aparecem nas proximidades dessas inclusdes. 0
envolvimento dos ribossomos e dos dictiossomos no processo de
génese destas inclusfes tem sido sugerido (Kitajima et al., 1969;
Brunt & Kitajima, 1973; Lawson & Hearon, 1973).

Os caulimovirus tem como genoma DNA de dupla fita
(Shepherd et al., 1968) assim como o recém descrito badnavirus
(Lockhart, 1990). Desde 1983 surgiram muitas evidéncias
confirmando o modelo da transcricdo reversa, envolvendo um RNA
intermediério, além da caracterlzacdo parcial da enzima
transcriptase reversa (TR) (Guilley et al., 1983; Hull & Covey,

1983; Pfeiffer & Hohn, 1983). Atualmente esta clara a existéncia



de duas fases no ciclo de replicacdo do acido nucleico, dentre as
quais a primeira da transcricdo do vDNA em vRNA, e a segunda, no
viroplasma, onde ocorre a retranscrlicdo do vRNA em VDNA sob acéo
de uma transcriptase reversa codificada pelo virus (Mazzolini et

al., 1985).

Entre os rhabdovirus de plantas algumas inclusfes tém
sido denominadas como viroplasmas, porém nem sempre muito claras.
Inclusdes citoplasmaticas induzidas pelo "barley yellow striate
mosaic Vvirus“=BYSMV sdo as mais convincentes como possiveis
viroplasmas. Esta € a Unica estrutura entre os rhabdovirus de
plantas formada pelo acumulo de material -eletron-denso com
textura granular ou levemente fibrosa. As particulas de virus séo
sempre encontradas em abundancia na sua periferia, onde elas
amadurecem pela aquisicdo do envelope externo membranoso que
deriva do reticulo endoplasmatico ou da lamela externa do
envelope nuclear (Contl & Appiano, 1973). Similar situacdo foi
observada com o virus da mancha amarela da graviola ("soursop
yellow blotch virus"-SYBV) (Kitajima et al, 1993).

As estruturas cltopatoldgicas que sdo certamente as
mais complexas no que diz respeito aos virus e suas inclusdes
citoplasmaticas sdo aquelas que formam agregados de produtos
virais e componentes da hospedeira. Estas inclusbes geralmente
séao compactas e, por Isso, Tfacilmente Identificadas por
microscopia de luz -encontrando-se frequentemente prdximas ao
nacleo. Alguns membros dos tobamovirus induzem & formacdo destas
inclusbes cltoplasmatlcas amorfas, as quais sdo denominadas
corpo-X. Estas inclusdes, Induzidas pelo estirpe comum do TMV,

despertaram muito interesse desde a sua descoberta por lIwanowski



(1903, apud Martelli & Russo, 1977).

Detalhes da estrutura do corpo-X foram sendo
desvendados e avaliradas com o decorrer do tempo por meio de
técnicas de microscopia eletrbnica . Estas regiles contém
vesiculas membranosas, ribossomos, tubulos-X e algumas vezes
particulas de virus (Esau & Cronshau, 1967). Os tubulos-X sao
estruturas que apresentam o mesmo diametro externo observado nos
microtubulos normais (25 a 30nm). Nos primeiros estadios da
infeccdo eles geralmente ocorrem em trios ou pares, mas enm
estaddios mais avancados os tubulos-X ou tubulos de aspecto
similar também podem ser encontrados em longos arranjos
paralelos. A natureza e funcdo destes tubulos-X ainda é obscura

(Francki et al.,1985).

1.2. INCLUSSES NUCLEARES

As inclusdes nucleares induzidas por virus foram
inicialmente uma raridade j& que as investigacfes se davam apenas
a nivel de microscopia de luz. Contudo, através da microscopia
eletronica tém sido observadas com maior frequéncia, embora
menos comuns que as citoplasmaticas.

Baseado na sua localizacdo e origem as inclusdes
nucleares tém sido separadas em trés grupos? as relacionadas com
o nucléolo, as nucleoplasmicas e as perinucleares.

As inclusdes relacionadas com nucléolo podem
representar um acUmulo de material, sintetizado a nivel de

nucléolo, as quais permanecem in situ aparecendo como estruturas



morfoiogicamente distintas da organela em si e podem assumir uma
organizacdao amorfa ou cristalina; ou tais 1iInclusGes podem ser uma
entidade complexé originada da modificaggé de toda a organela.

As inclusdes do nucléolo mais peculiares séao as
denominadas corpusculos satélites induzidas pelo '"beet mosaic
virus"-BtMV. As primeilras observacdes deste tipo de incluséo
foram aparentemente descritas por Reitberger (1956, apud Martelli
8 Russo, 1977), por meio da microscopia de luz, onde foram

observados desvios anatSmicos do nucléolo em células de beterraba

infectadas pelo BtMV. Estes corpusculos, localizados na
periferia do nucléolo, constituidos de material proteico
altamente eletron-opaco foram observados como massas densas

amorfas com uma fina textura granular. Seu tamanho e aparéncia
ndo eram uniformes, podendo aumentar e apresentar cavidades
eletron-claras alinhadas com particulas semelhantes a
ribossomos, a medida que a infeccdo progredia (Martelli & Russo,
1977).

0 segundo tipo de inclusdo do nucléolo é formada por
cristais, induzida em algumas hospedeiras pelo virus do mosaico
amarelo do feijoeiro (*bean yellow mosaic virus-BYMV ) e outros
virus relacionados. A estrutura destes cristais demonstra
estriacbes com um padrdo de repeticdo em torno de 7nm. Testes
de digestdo enzimatica demonstraram que estes cristais séo
inteiramente formados por material sensivel a pepsina e tripsina,
com nenhuma evidéncia da presenca de &cido nucleico (Ueinttraub &
Ragetli, 1968).

As inclusdes observadas no nucleoplasma sdo um outro

tipo de i1nclusdo que representam um arranjo de estruturas que



diferem no tamanho, aparéncia e constituicao; porém todas
ocorrendo no carioplasma de células infectadas.

Diversos sito os tipos de inclusdo observadas no
interior do nucleo, as quais estao distribuidas entre diferentes
membros dos grupos de virus. A natureza de algumas destas
inclusbes ¢é conhecida, mas sua funcdo em muitos casos €é obscura.
Em células infectadas pelo *beet curly top virus*-BCTV elas
podem apresentar um formato esférico e aparéncia granular
(Esau & Hoefert, 1973), e células de algodao infectadas com o
‘cotton leaf crumple virus*-CLCrV 1inclusfes arredondadas amorfas
e textura granular menos eletron-densas do que o nucléolo foram
observadas (Tsao, 1963).

Inclusbes do tipo fibrosa também podem estar presentes
no nucleo, predominantemente em células infectadas por virus
filamentosos e compostas por agregados de particulas virais para
a qual podemos citar o *rice haja blanca virus“-RHBV (Kitajima &
Galves, 1973), ou proteinaceas, como no caso do virus do mosaico
amarelo do salsdo (‘celery mosaic virus*-CeMV) (Kitajima & Costa,
1978; Oliveira & Kitajima, 1981; Oliveira et al., 1981 a,b> .

Inclusbes membranosas s&o também muito comuns em
células infectadas pelo virus do mosaico do caupi (‘‘cowpea mosaic
comovirus'"-CPMV> onde se observa a formacdo de corpusculos
vesiculares membranosos bastante compactos (Langenberg A
Schroeder, 1975).

Além de todos estes tipos de inclusdes citadas, ha a
formacéo de cristais proteicos tipicamente induzidos pelo
"tobacco etch potyvirus”~TEV (Matsui & Yamagushi, 1964), ou

aqueles formados por particulas de alguns membros do (grupa



tymovirus como o “turnip yellow mosaic virus"-TYMV (Hatta, 1976)
as quais sdo caracteristicamente observadas.

Algumas inclusdes estao localizadas no espaco
perinuclear, surgindo do acumulo de material -entre as duas
membranas que constituem o envelope nuclear, e como consequéncia,
uma dilatacdo da cavidade perinuclear. Esta localizacdo peculiar
¢ Justificada pelo fato de que estes materiais estar iam enm
processo de transferéncia para o citoplasma ou vice-versa. Desse
modo, as 1inclusbes perinucleares sdo frequentemente transitdrias,
podendo aparecer somente em certos estadios da infeccdo. Estas
inclusbes podem ser compostas por particulas de virus, produtos
virais, ou constituintes <celulares. 0 primeiro, é o0 caso de
muitos vrhabdovirus de plantas, que por exemplo, amadurecem no
envelope nuclear e sdo liberados do espaco perinuclear (Francki,
1973). InclusGes compostas por elementos vesiculares tém sido
descritas para alguns virus. A localizacdo perinuclear destas
vesiculas, contendo wuma fina rede fibrilar no seu interior,
provavelmente o acido nucleico viral, foi observada em infeccdes
causadas pelo *beet western yellow vlrus*-BWYV (Esau & Hoefert,
1972a,b) e "cowpea chlorotic mottle virus"-CCMV (Kim, 1977), por
exemplo.

A formacdo de corpusculos cristalinos no espaco
perinuclear também foi notado em pelo menos um caso no qual
células infectadas pelo PEMV apresentaram cristais de origem
nuclear, mas de natureza e significado desconhecidos, detectados

entre as lamelas do envelope nuclear (de Zoeten et al., 1972).



HOSPEDEIRA

Sucedendo a infeccdo viral, varios tipos de disturbios
citoldgicos sdo observados. Diferentes organelas podenm se
modificar e, no final, estarem profundamente alteradas perdendo
sua 1dentidade, originando novas estruturas com o aparecimento
de corplsculos de 1inclusdo. Um exemplo frequentemente ilustrado
na literatura esta relacionado com a interacdo que ocorre entre
as mitocondrias e as particulas de algumas estirpes do "tobacco
rattle virus*-TRV, dentre eles o isolado brasileiro (Harrison &
Roberts, 1968; Kitajima & Costa, 1969), hoje considerado um outro
membro do grupo, chamado virus do anel do pimentdo ("pepper
ringspot virus"-PepRSV).

Estes corplsculos de inclusdo do TRV sdo bem definidos,
de preferéncia compactos e, juntamente com ribossomos e outros
constituintes do ~citoplasma, podem conter pequenos pacotes de
particulas de virus. Como 1ilustrado por Harrison e colaboradores
(1970) as inclusdes desenvolvem-se a partir de pequenos agregados
de mitocSndrias relativamente inalteradas a bastante crescidas, a
medida que a infeccdo progride, além da adicdo de novas
mitocSndrias, podendo atingir em média 17um.

Uma caracteristica notavel destas inclusdes, quando
inteiramente desenvolvidas, é a auséncia aparente da proteina da
capa do virus, um elevado contetdo de RNA e a presenca de uma
producdo elevada e incomum, no interior das mitocSndrias, de
pequenas vesiculas contendo grande quantidade de um material

fibrilar semelhante a acido nucleico (Harrison et al, 1970).



Inclusdes envolvendo cloroplastos alterados sao
freqientes em infeccdes causadas pelo TYMV e sdo caracteristicas
para outros membros pertencentes ao grupo tymovirus (Lesemann,
i1977).

Estas inclusdes consistem no desenvolvimento de
pequenas vesiculas periféricas formadas a partir da invaginacgéo
de ambas as membranas do cloroplasto. Um material fibrilar
reminiscente do acido nucleico tem sido observado no interior
destas vesiculas (Ushiyama & Matthews, 1970), e evidéncias
bioquimicas e autorradiograficas indicam que estas vesiculas sdo
o sitio de replicacdao do RNA viral do membro representante do
grupo - TYMV (Lafleche et al, 1972).

Diversos sdo os registros que demonstram modificacdes
na interface plasmalema-parede celular vrelacionadas com a
infeccdo viral. Anormalidades originadas da proliferacdo da
membrana ou da sintese de material depositado na parede celular
levam a formacdo de estruturas multivesiculares que sao
denominadas de corpos paramurais e parede celular aumentada,
respectivamente. Estes corpos paramurais consistem em um extenso
acumulo de vesiculas e membranas enoveladas, adjacentes a parede
celular que ficam separadas do citoplasma pela plasmalema que
rodeia estas vesiculas (Robards & Kidwaii, 1969). As modificacbes
observadas na parede celular podem aparecer de duas formas
distintas, ou seja, com uma extensa deposicdo de calose ao longo
da parede pré-existente e a formacdo de projecdes semelhantes a
dedos. Uma hipdtese para este evento seria de que nos primeiros
estadios da infeccdo projecdes da parede celular e estruturas

relacionadas (corpo paramural) podem estar comprometidos



ativamente na absorcdo e secrecdo, bem como facilitando o
movimento de célula-célula de materiais originados a partir da
infeccdo viral, incluindo particulas de virus (Kim & Fulton,

1973; Martelli & Russo, 1977).



Apesar de todas as informacoes existentes na
literatura, no que diz respeito aos efeitos citopaticos induzidos
em tecidos 1infectados por plantas, muitas sdo as dificuldades em
se identificar de maneira inequivoca o0s virions ou a natureza de
certas inclusdes. Contudo, a aplicacdo das técnicas de
imunocitoquimica a nivel ultraestrutural pode solucionar alguns
destes problemas.

A introducdo da técnica de citoquimica ,por Coons &
Kaplan (1950, apud Romano & Ron, 1984), em células e tecidos se
deu a nivel de microscopia de luz por meio do uso de anticorpos
fluorescentes com a finalidade de identificar sitios onde se dava
a reacao antigeno-anticorpo. Mais tarde, Singer & Schick (1961,
apud Romano & Ron 1984) introduziram a ferritina que contém uma
molécula central de ferro usado como marcador eletron-denso o
qual tinha a capacidade de conjugar com outras proteinas tais
como 0s anticorpos o que abriu um novo campo - a Imunomarcacao em
microscopia eletrSnica - que permitiu um avanco significativo no
estudo da estrutura molecular de células e tecidos. Uma
desvatagem da técnica de imunoferritina estd relacionada com a
ligacdo da ferritina ao anticorpo e alguns problemas surgem a
partir deste ponto* (a) perda da atividade do anticorpo? (b)
heterogeneidade dos produtos, onde a atividade da ferritina
conjugada ao anticorpo seria isolada e? (c) ineficiéncia no
procedimente de acoplamento (de Souza, 1993).

Graham & Karnovsky (1966, apud Romano A Ron, 1984)

introduziram na ME a vreacdo histoquimlca que lanca médo da



peroxidase do rabanete silvestre (HRP) para localizar o antigeno
através da conjugacdo do anticorpo com esta enzima, geralmente
revelada pela diaminobenzidina (DAB). Uma das vantagens da HRP
sobre a ferritina é o seu pequeno peso molecular de 40 KD, o que
representa um terco da ferritina, diminuindo os problemas na
penetracdo do conjugado. Os métodos de conjugacdo da peroxidase
aos anticorpos sdo similares aqueles utilizados para a ferritina.
Assim como para outros métodos de marcacdo, a sensibilidade do
procedimento de imunoperoxidase depende das condi¢gbes de fTixacao
e processamento dos tecidos (Goodman et al., 1981).

Atualmente a utilizacdo do ouro coloidal como tracador
esta amplamente distribuido, devido ao grande numero de
vantagens que este método oferece. 0s grdos de ouro sao
particulados e muito distintos, o que permite uma localizacéo
fina dos sitios marcados. Uma grande vantagem é que devido a sua
alta densidade eletrBnica as particulas sdo facilmente detectadas
ao ME quando comparados com a opacidade do ferro (Romano A Ron,
1984).

Devido a natureza globular das particulas, a
quantificacdo do grdo de marcacdo pode ser feita por contagem
direta do numero de particulas em uma dada area. 0 ouro coloidal
pode ser facilmente preparado e ligar-se a macromoléculas como:
Imunoglobulinas, proteina A, lectinas, o0 que embora pouco
entendido, depende de uma simples adsorcdo em condi¢Oes corretas
de pH, concentracdo dos reagentes e forgca ISnica; e nenhum
procedimento de cojugacdo quimica estd envolvido. Desse modo, o
método é facil, répido e barato, pois requer pequenas gauntidades

da macromolécula especifica. Uma outra vantagem ¢€é a baixa



adsorcdo inespecifica da particula de ouro (Goodman et al., 1981;
Park, 1989).

Como o ouro coloidal pode ser produzido em tamanhos
variados, de 5nm até 1SOnm, podem ser feitas marcacdes multiplas
pela adsorcdo a diferentes anticorpos ou macromoléculas. A
marcacdo com particulas pequenas de ouro, 5-20nm, tem a vantagem
de serem menos suscetiveis a obstaculos espaciais devido ao
pequeno tamanho da particula. Uma desvantagem desta metodologia
de imunomarcacdo € a baixa estabilidade da marcacdo caso o0
colo ide nao tenha sido adequadamente recoberto com as
macromoléculas e assim tornar-se desprotegido da agregacdao por
eletrolitos (Goodman et al., 1981; Park, 1989).

A  preparacdo do ouro como marcador estd baseado, como
referido acima, na adsorcdo de macromoléculas na superficie das
particulas de ouro. Através de uma adsorcdo adequada a atividade
bioldgica completa da macromolécula é preservada. Como resultado
da adsorcdo de macromoléculas «is part fculas de ouro, mudancas
hidrofobicas negativas, no ouro coloidal, sdo estabelecidas e
assim protegidas contra a subsequente agregacdo por eletrolitos,
tornando-se um coloide liofilico (Goodman et al., 1981; Park,
1989).

Durante esta década a técnica da proteina A conjugada
ao ouro tornou-se muito popular e hoje é amplamente utilizada na
localizacdo de antigenos de superficie e intracelular. Por esta
razdo uma atencdo especial tem sido dada a esta metodologia.

Este metodo esta baseado na habilidade da proteina A,
extra ida a partir da bactéria Staphylococcus aureus, de se ligar

a porcao Fc de moléculas de 1gG de muitas espécies animais. Isto



é bastante conveniente em casos nos quais a ligacdo € muito forte
como para a maioria das subclasses de 1gGs de humanos, cobaia,
coelhos, suinos e cdes. No que diz respeito as 1IgGs de vaca,
camundongo e cavalo, a ligacdo da proteina A é menos forte e,
considerada fraca com lgGs de carneiro, cabra, rato e galinha
(Romano & Ron, 1984).

A  forca de ligacdo da proteina A a IgG de humanos e
coelho é muito alta, a qual é similar & afinidade de [ligacéo
observada entre antigeno e ancorpo. A cinética de ligacdo é muita
rapida atingindo seu equilibrio em menos de 30 minutos sob
temperatura de 4-37C, com a maioria dos complexos proteina A~IgG,
sendo formados nos primeiros minutos (Romano & Ron, 1984).

Varios fatores interferem no resultado final de wuma
imunocitoquimica. Oois destes fatores sdo os mais importantes. O
primeiro refere-se a qualidade do anticorpo utilizado, é preciso
estar seguro de que ele € realmente especifico contra o antigeno
que se deseja estudar. 0 segundo refere-se aos cuidados que se
deve ter no sentido de que se preserve o antigeno durante o
processamento do espécimen bioldégico para posterior observacao.
Muitos sitios antigénicos sdo extremamente sensivelis aos
fixadores tradicionais, exigindo cuidados especiais (de Souza,

1993).



Assim como a 1imunocitoquimica revolucionou a ME nas
décadas de 70 e 80, a hibridizacdo in situ da inicio a um novo
horizonte dentro da ME. 0Os anticorpos sdo para a citoquimica uma
sonda extremamente sensivel na localizacdo de proteinas na
célula. A tecnologia do DNA recombinante oferece atualmente a
citoquimica wum meio de localizar genes e transcritos que
codificam para estas proteinas.

A hibridizacdo in situ esta baseada no fenSmeno do
pareamento de bases de Uatson/Crick entre dois acidos nucleicos
complementares. Um polinucleotideo marcado com uma sequéncia de
bases conhecida (a sonda) é hibridizada a um polinucleotideo no
tecido (o alvo). Os sitios nos quais a sonda hibridiza com o alvo
sdo visualizados usando um sistema para detectar a marcacdo na
sonda. Desse modo, a citoquimica é capaz de determinar aonde uma
seqiéncia de DNA ou RNA em particular esta localizada.

Atualmente as sondas de &cido nucleico podem ser
marcadas através da ligacdo de um hapteno como a vitamina biotina
ou a digoxlgenina, um esteroide de plantas (Ausubel et al.,1988).
Sucedendo a hibridizacdo da sonda com alvo, a marcacdo &
visualizada por imunodetec¢do usando wum anticorpo contra o
hapteno que pode ser revelado através do conjugado proteina A~

ouro coloidal (Mcfadden, 1991).



A aplicacdo de técnicas como a imunocitoquimica vem
sendo amplamente utilizada na localizacdo de antigenos virais,
sejam eles estruturais ou ndo. Em diversos casos esta metodologia
tem permitido a localizacdo e a confirmacdo 1inequivoca da
presenca destes antigenos nas células infectadas.

A imunolocalizagcdo de proteinas a partir de anti-soros
especificos vem sendo amplamente descritos na literatura e a
aplicacdo da técnica ja é uma rotina estabelecida como parte da
caracterizacdo de diferentes virus.

Em diversos casos a utilizacdo de anti-soros contra a
proteina da <capa do virus tem permitido a deteccdo e a
localizacdo destes antigenos, sugerindo os provaveis sitios de
replicacdo e montagem das particulas virais. Existem exemplos de
membros de diversos grupos onde esta pratica foi possivel como
para o "indian cassava mosaic virus*-I1CMV para o qual observou-se
que a marcacdo estava confinada ao nlucleo (Roberts, 1989),
enquanto que para o virus do mosaico do bromo ("brome mosaic
virus*-BMV) a marcacdo se dava a nivel citoplasmatico (Hosokawa
et al., 1992).

Além destes, o TYMV (Garnier et al., 198A), o virus do
mosaico do pepino ("cucumber mosaic virus"-CMV) (Hosokawa &
Uatanabe, 1988b), o TEV (Baunoch et al., 1991), RSV  (Suzuki et
al., 1992), o TMV (Hills et al., 1987pHosokawa et al., 1993), o
BMV (Hosokawa et al., 1992) e o RHBV (Espinoza et al., 1992) sao
outros exemplos onde a técnica tem se mostrado altamente

eficiente na deteccdo de proteinas estruturais.



Qutro aspecto da 1imunomarcacdo é a sua aplicacdo no
sentido de se localizar proteinas ndo estruturais, e para 1SS0
basta que se possua anti-soros especificos, 0 que nem sempre ¢
fac il.

Os tenuivirus consistem um novo e reconhecido grupo de
virus de plantas que 1induzem caracteristicamente grandes corpos
de inclusdo em <células de plantas infectadas. A analise de
seccoes ultrafinas ao microscépio eletroénico de células
infectadas pelo Maize stripe virus-MSpV* tem demonstrado dois
tipos de inclusdo* feixes longos e estreitos de filamentos
eletron-opacos (FEO) e massas amorfas irregulares semi-eletron-
opacas (ASO) (Ammar et al.,1985).

Quando células de plantas infectadas pelo RHBV, outro
tenuivirus, foram tratadas com o anti-soro contra a maior
proteina ndo estrutural (NCP) as particulas de ouro coloidal
estavam claramente associadas aos corpos de inclusdo do tipo ASO,
demonstrando que estes sdo formados pela NCP (Espinoza et al.,
1992). Estudos comparativos em microscopia de luz e microscopia
eletronica destes corpos de inclusdo induzidos por MStV e RHBV
tem sido realizados (Espinoza et al., 1993).

Resultados muito interessantes tem sido descritos onde
a imunocitoquimica fornece dados que associam algumas proteinas
ndo estruturais com o movimento das particulas virais célula-
celula.

A associacdo da proteina 30K induzida pelo TMV com
distribuicdo das particulas no tecido infectado se deu em parte
devido a sua localizacdo observada através da imunomarcacdo sobre

0S plasmodesmas (Tomenius et al., 1987), enquanto que



experimentos com protoplastos demonstram sua marcacao proxima ao
nucleo e mais tarde no citoplasma (Meshi et al.,1992).

Para outros virus, diversas proteinas ndo estruturais
tem sido relacionadas com o transporte de particulas virais por
meio da imunomarcacdo. & o caso do "alfalfa mosaic virus-AMV"
cuja proteina P3 se mostra distribuida ao longo da lamela média
da parede celular (Stussi-Qaraud, et al-, 1987). A imunomarcacao
por anticorpos monoclonais desta mesma proteina em células
infectadas pelo CMV tem demonstrado sua localizacdo no interior
do nucléolo indicando que este seria o sitio de acumulo desta
proteina contudo, sua funcdo permanece obscura (Mackenzie &
Trema ine, 1988).

Experimentos similares tem fornecido evidéncias do
envolvimento das proteinas 58K e 48K no movimento intercelular do
CPMV em células infectadas. Infeccbes causadas pelo CPMV séo
acompanhadas pelo aparecimento de estruturas tubulares contendo
particulas semelhantes a virus as quais estendem-se ou penetram
na parede celular. A 1imunomarcacdo com ouro coloidal destas
proteinas demonstraram que elas estar iam localizadas nestas
estruturas tubulares o que mais tarde também foi observado em
protoplastos infectados (van Lent et al.,1990b; 1991).

Nas infeccdes causadas pelo BMV a proteina 3a tem sido
sugerida como a mais provavelmente associada ao movimento. A
(munomarcacdo de células de cevada infectadas demonstraram que
esta proteina estaria localizada em inclusGes citoplasmaticas
constituidas por wuma alta concentracdo de particulas virais,
material eletron-denso amorfo, material membranoso e vesiculas,

enquanto que areas incluindo plasmodesmas nunca foram marcadas.



Sugere-se que esta proteina teria a funcdo de seqlestrar o RNA
viral no processo de replicacdo e transporta-lo a célula

adjacente (Hosokawa et al., 1992).

A imunodeteccdo de outras proteinas ndo estruturais tem
permitido inferir os sitios de replicacdo viral através do
tratamento com anti-soros contra a replicase.

Experimentos realizados com células infectas com o TYMV
contendo 1IgGs contra 115 e 45K demonstraram uma grande deposicéao
de grados de ouro na periferia do cloroplasto e citoplasma
(Garnier et al.,1980).

A deteccdo da replicase 126K do TMV sugere que 0 corpo-
X seria o sitio da replicacao viral ou que represente um local de
acdmulo metabolicamente inerte desta proteina (Hills et al.,
1987), contudo Sai to e colaboradores no mesmo ano observaram uma
intensa marcacdo sobre 1inclusb6es granulares no citoplasma quando
um anti-soro contra 130K, dita como sendo a replicase, foi
utilizado. Porém quando experimentos similares wutilizando 126K
recombinante de TMV-Ul foram realizados com outros tobamovirum
que normalmente ndo desencadeiam a formacdo do corpo-X em suas
hospedeiras a deposicdo de particulas de ouro se deu sobre feixes
de particulas virais (Das & Hari, 1992).

Recentemente, Hosokawa e colaboradores (1993)
trabalhando com protoplastos observaram o surgimento das
proteinas 130 e 180K, componentes da replicase, em estédios
progressivos da infeccdo por TMV. Nos primeiros estadios da
infeccdo observou-se que 130K estava localizada em pequenas
estruturas eletron-densas no citoplasma, marcacdo esta que

tornou-se muito intensa em infec¢gOes tardias, onde estas regiles



evoluiram para inclusdes granulares. Quando estas células foram
tratadas com anti-180K a marcacdo foi observada nas mesmas
regides da 130K, porém apertas em infeccdes tardias.

Dentro do grupo potyvirus a [Imunomarcagdo com ouro
coloidal tem sido muito utilizada e especial atencdo tem sido
dada ao estudo das inclusbes formadas durante a 1infeccéo,
constituidas por proteinas ndo estruturais. Alguns experimentos
tem sido feitos na tentativa de explicar a funcdo destas
inclusbes que sugerem, por exemplo, que elas estar iam envolvidas
no movimento viral ou que atuariam como reservatérios da proteina
da capa numa forma que requer processamento.

Em 1986, durante estudos de imunocitoquimica dos
primeiros eventos ocorridos nas infec¢cdes causadas pelo virus do
mosaico estriado do trigo <*wheat streak mosaic virus“=WSMV) em
céelulas de trigo, Langenberg sugeriu uma outra funcdo para as
inclusdes cilindricas. Estas alinhariam o0s virions com 0S
plasmodesmas assistindo o transporte para células vizinhas. A
marcacdo sobre as inclusdes foi observada com o anti-soro contra
0 capsideo do virus e posterior purificacdo e producdo de anti-
sSoro de uma proteina de 66K (Brakke et al.,1987) também
demonstrou-se uma marcacdo altamente especifica sobre as
inclusdes cilindricas sugerindo que ambas, a proteina da capa e
66K, seriam componentes da inclusdo cilindrica.

Em casos de infec¢gbes mistas tem se demonstrado que as
IC apresentam determinantes antigénicos comuns, como foi descrito
por Langenberg (1988) ao trabalhar com tecidos duplamente
infectados por WSMV e "barley stripe mosaic virus-BSMV . Contudo,

células de trigo infectadas pelo WSMV, ™"hordeum mosaic virus'"-



HoMV e ™agropyron mosaic virus*~AgMV, e células de milho
infectadas por WSMV e "maize dwarf mosaic virus*- MDMV
demonstraram, através da 1imunomarcacdo com anti-soros especificos
para IC de cada um destes virus, que estas infecgcbes nao
originam IC hibridas e que as IC destes virus nado sao
sorologicamente relacionadas (Langenberg, 1991).

A  expressdo de proteinas ndo estruturais em infeccdes
causadas pelo TEV tem sido acompanhada através da imunomarcacao
em estadios progressivos. Nestas infeccdes sdo observadas além
das IC, 1inclusdes nucleares (IN), caracteristicas de infeccles
causadas por este virus. Estas IN sdo formadas por duas proteinas
sendo uma de 49K (INa) e outra de 58K (INb) (Baunoch et al.,
199i1).

Tanto as IC quanto as IN foram detectadas
simultaneamente no mesmo dia da inoculacéo cujo acumulo
progrediu com o tempo. As IC sempre foram localizadas junto aos
plasmodesma, mas ndo nestes, enquanto as IN foram observadas
inicialmente em baixa concentracdo no citoplasma e em alta
concentracdo no nucleo e nucléolo mas ndo na forma de 1incluséo.
Em infecc¢des mais velhas as IN foram detectadas exclusivamente no
nucleo, contudo agora na forma de inclusdes. Resultados
similares foram obtidos em células infectadas pelo "plum pox
virus"~PPV que apresentam basicamente o0s mesmos efeitos
citopaticos observados com o TEV (Martin et al., 1992).

0 desenvolvimento destas IC em protoplastos infectados
pelo "tobacco vein mottling virus®-TVMV demonstrou que desde as
primeiras 10h ap6s a inoculacdo as IC estiveram associadas Kk

membrana plasmatica, devido a deposicdo de particulas de ouro,



sugerindo que este seria o local de formacdo das IC (Murphy et
al., 1991).

A deteccdo e distribuicdo intracelular de outras
proteinas codificadas por virus durante a infeccdo para as quais
ndo se sabe a funcdo também tem sido realizada, como é o caso da
proteina 16K do TRV. Observou-se neste caso que a marcacdo se deu
no nucleo e sugeriu-se entdo uma possivel similaridade com os
"zinc-finger* a qual poderia estar envolvida na modulagédo do
metabolismo do &cido nucleico da hospedeira (Liu et al., 1991).

Infeccdes causadas pelos tospovirus sao sempre
acompanhadas pela formacéo de inclusdes citoplasmaticas
constituidas pela proteina ndo estrutural <NSs), hipoteticamente
codificada pelo menor RNA gendmico.

Para caracterizar o produto correspondente a proteina
52,4K deste RNA, um fragmento de DNAc contendo esta “6pen reading
frame*-ORF foi expresso usando um baculovirus como vetor e a
proteina resultante foi utilizada para producdo do anticorpo
especifico. A deteccdo iIn aitu desta proteina resultou na
marcacdo especifica de inclusdes fibrosas comumente observadas no
citoplasma, demonstrando que estas sdo formadas por NSs
(Kormelink et al., 1991). Contudo, em alguns casos a comparacéao
da citopatologia entre isolados do vira cabeca do tomateiro
(*tomato spotted wilt virus“sTSWV) tem demonstrado diferencas na
maneira como se manifestam no tecido infectado (Urban et al.,
1991), o que tem sido confirmado pela imunomarcacdo (Kitajima et

al.,1992).



Passagens repetidas de alguns virus de RNA entre
hospedeiras ou cultura de células frequentemente resultam no
surgimento de particulas defectivas ou incompletas. Formas
defectivas do TSWV foram recentemente descritas (Resende et al.,
1991a).

Estudos em microscopia eletrdonica mostraram que no
citoplasma de células infectadas com linhagens sucessivas de
lesdes locais continham quantidades consideraveis de pequenos
agregados densos simultaneamente com particulas de virus
Iintactas. Estes agregados densos quando imunomarcados reagiram
apenas com anticorpos contra a proteina do nucleocapsideo (Nc),
nunca com anticorpos para a glicoproteina 61, demonstrando desse
modo a auséncia de membrana na particula (Resende et al., 1991b).

Outro importante aspecto para o qual a imunocitoquimica
tem colaborado esta relacionado com o estudo das relacbes virus-
vetor.

Os potyvirus, um dos grupos de virus de plantas mais
expressivos, sdo transmitidos por afideos de maneira nao
persistente. A transmissdo destes virus por afideos depende da
presenca nas células infectadas de uma proteina codificada pelo
virus conhecida como componente auxiliar (HC). Experimentos de
imunomarcagcdo com ouro coloidal mostraram que o tratamento de
células infectadas com o virus Y da batata ("potato virus Y =PVY)
tiveram suas 1inclusdes em forma de haste especificamente marcadas
pelos anticorpos contra HC. Isto sugere que estas inclus0es
poderiam ser *pools““ ou reservatorios da proteina HC dos
potyvirus (Baunoch et al., 1990).

A transmissdo do TSWV é efetuada por algumas espécies



de thrips (ordem! Thysanoptera) e experimentos de Imunomarcacéao
com células de insetos adultos e larvas infectados tem
demonstrado que particulas de virus podem entrar no lumen do
intestino médio e serem excretadas ou entrar nas células
epteliais do intestino médio de adultos de Frankliniella
occ i1dentalis.

Além das particulas observou-se a presenca de massas
eletron-densas e corpos multivesiculares o que sugere que TSWV ao
entrar no intestino médio do adulto pode ser degradado e desse
modo as células epteliais funcionariam como uma barreira para a
aquisicao, limitando a disseminacdo das particulas de virus para
a hemocel e orgdos aonde o virus poderia replicar, o que nao foi
observado com as larvas do inseto testadas (Ulman et al., 1992).

Por outro lado, evidéncias diretas de imunocitoquimica
tem demonstrado a ocorréncia da replicacdo do TSWV durante o
estagio larval do vetor. A Imunomarcacdo da proteina nao
estrutural NSs nas células epteliais do intestino médio indicam
que esta € expressa nas células do inseto, Infectado durante a
fase larval, e estdo associadaB com arranjos fibrosos
paracristallnos (Ulman et al., 1993; Uijkamp et al., 1993).

A transmissdo do “"barley yellow dwarf virus*-BYDV, um
luteovirus, ¢é efetuada por afideos de maneira circulativa néo
propagativa. 0 estudo da transmissdo por diferentes espécies de
afideos, vetores ou ndo, de diferentes 1isolados do BYDV através
da imunocitoquimica demonstraram que o intestino posterior
reconhece os luteovirus funcionando como um prerequisito para a
aquisicdo do virus, provavelmente por meio de receptores que

regulariam a endocitose das particulas. No entanto, 0



reconhecimento seria menos seletivo do que o ocorrido na glandula
salivar acessoOria que limita a transmissdo (Gildow, 1993),

Dentro do grupo tenuivirus a deteccdo de antigenos
virais nas células do inseto vetor também foi demonstrada. O
"rice stripe virus =RSV é o membro tipo do grupo e os virus deste
grupo sao transmitidos por Delfacideos (cigarrinhas). A
imunomarcacado com anti-soro contra RSV em seccles seriadas de
células do inseto vetor mostrou-se limitada a areas contendo
estruturas amorfas no citoplasma, adjacentes a membrana basal das
células epteliais no intestino médio; sobre areas do citoplasma
adjacente a lamina basal da glandula salivar principal e &reas do
citoplasma de células foliculares dos ovariolos, sugerindo que
RSV é transmitido transovarianamente. Além disto, a marcacdo foli
intensa sobre o citoplasma dos corpos gordurosos, nos quais
estruturas filamentosas eram bem desenvolvidas (Suzuki et al.,
1992).

Diante de todos estes exemplos de aplicacdes da
imunocitoquimica fica claro a importéancia desta metodologia na
deteccdo de antigenos virais, o0 que possibilita um melhor
entendimento dos processos ocorridos durante a infeccdo viral.
Contudo, atualmente a hibridizacdo in situ vem acrescentar novos
parametros a anadlise destes eventos, tanto com relacao a
infeccbes causadas por virus quanto por virdides.

Experimentos de hibridizacdo in situ com celulas
infectadas pelo TMV, utilizando sondas moleculares biotiniladas,
tornaram possivel a deteccdo ao microscopio eletrdonico dos RNAs
senso positivo e negativo 72h poés-inoculacdao. Ambos estavam

localizados no citoplasma o que sugere que este seria o sitio de



replicacdo deste virus (Reinke & Zoeten, 1991).

Recentemente, Yokoyama e colaboradores (1990) tentaram
determinar a Jlocalizacdo 1intracelular do RNA do virdide do
tubérculo afilado da batata Cpotato spindle tuber viroid"-PSTVd)
e do TMV em cultura de protoplastos de tomate e fumo,
respectivamente, por hibridizacdo 1in situ usando sondas de DNAc.
As sondas utilizadas foram marcadas radioativamente com tritio
<3H) para posterior observacdo ao microscopia de luz. Os
resultados obtidos demonstraram a deposicdo de grdos de prata
sobre o nudcleo dos protoplastos infectados pelo PSTVd, revelando
que o0 patdégeno estava localizado no interior desta organela,
enquanto que para o TMV a marcacdo se deu sobre o ~citoplasnma,

sugerindo que este seria o seu sitio de replicacéo.



5.1. Identificacéo de wvirions e proteinas néao

estruturais 1iIn situ;

5.2. Deteccdo de acidos nucleicos in situ e;

5.3. Desenvolvimento de um procedimento padrdo para
imunocitoquimica ultraestrutural e hibridizagdo in situ em nossas

cond i¢cles.



Tabela 1. Lista de abreviaturas padronizadas proposta para oS
virus de plantas citados.

Noae do virus Abreviatura Faailia/
grupo e subgrupo

Agropyron mosaic AgMV Poty (? mite)

Alfalfa mosaic AMV AMV group

Barley stripe mosaic BSMV Horde 1

Barley yellow dwarf BYDV Luteo

Barley yellow striate mosallc BYSMV Rhabdo A
(planthopper)

Bean yellow mosaic BYMV Poty (aphid)

Beet curly top BCTV Gemini ? |

Beet mosaic BtMV Poty (aphid)

Beet western yellow
(= barley yellow dwarfr
RPV isolate)

Brasilian tobacco streak BTSV 1lar

Brome mosaic BMV Bromo
Cassava common mosaic CsCMV Potex

Celery mosaic CeMV Poty (aphid)
Cotton leaf crumple CLCrV Gemini 11
Clover yellow mosaic ClYMV Potex
Cowpea chlorotic mottle CCMV Bromo

Cowpea mosaic CPMV Como
Cucumber mosaic CMmv Cucumo
Groundnut ringspot GRSV Bunya
Hordeum mosaic HoMV Poty (? mite)
lapatiens necrotic spot INSV Bunya

Indian cassava mosaic ICMV Gemini 11



Maize dwarf mosaic
Maize stripe

Pea enation mosaic
Peanut yellow mosaic
Pepper r ingspot

Plum po«

Potato leaf roll
Potato X

Potato Y

Rice hoja blanca

R ice str ipe

Sonchus yellow net
Soursop yellow blotch
Sowbane mosaic
Tobacco etch

Tobacco mosaic
Tobacco rattle
Tobacco streak
Tobacco vein mottling
Tomato bushy stunt
Tomato chlorotic spot
Tomato spotted wilt

Turnip yellow mosaic

Uatermelon mosaic virus 2

Wheat streak mosaic

MDMV
MSpV
PEMV
PYMV
PepRSV
PPV
PLRV
PVX
PVY
RHBV
RSV
SYNV
SYBV
SoMV
TEV
™MV
TRV
TSV
TVMV
TB8V
TCSV
TSWV
TYMV
WMV2

USMV

Poty (aphid)
Tenu 1

PEMV group
Tymo

Tobra

Poty (aphid)
Luteo

Potex

Poty (aphid)
Tenu i

Tenu i

Rhabdo B
Rhabdo A
Sobemo

Poty (aphid)
Tobamo

Tobra

Ilar

Poty (aphid)
Tombu»

Bunya

Bunya

Tymo

Poty (aphid)

Poty (mite)



TABELA 2. List» de abreviaturas padronizadas propostas

para vira ides de plantas citados.

Nom do virodide Abreviatura
Avocado sunblotch ASBVd
Citrus exocort is CEvd

Peach latent mosaic PLMVd
Potato splindle tuber PSTVd
Coconut cadang-cadang cccvd

<*) Abreviaturas, na sua maioria, publicadas na revista:
Fitopatologia Brasileira 17(i1)r 119 (1992), fornecidas pelo

Dr.Roger Hull do John Innes Inst., Norwich; segundo o ICTV.



i. PREPARO DO MATERIAL PARA MICROSCOPIA ELETRONICA

Para a aplicacdo da 1imunocitoquimica e hibridizacdo in
situ, os tecidos infectados por virus e virdides pertencentes a
diferentes grupos taxondémicos, foram submetidos aos procedimentos
basicos utilizados por van Lent e colaboradores <1990a),
quando foram fixados em glutaraldeido 2% + paraformaldeido 27.
em tampdo cacodilato de sodio 0,05M, pH7,3 por 2h a 4C. Apoés
este periodo o fixador foi substituido por éagua destilada 1Ih a
4C.

A seguir foi feita a desidratacao em etanol 50% diluido
em agua destilada por 30min a 4C; seguido de etanol 70, 90 e 100%
também diluidos em agua, por Ih cada a -20C. Os tecidos
desidratados foram transferidos para uma mistura de etanol
100%/resina LRGold (LONDON RESIN Co) 1sl por 2h e posteriormente
para resina pura por 12h seguido de nova troca de resina pura por
4h.

0 emblocamento foi feito em <cépsulas plasticas conm
resina pura e os materiais foram mantidos 48h sob UV a -20C e
posteriormente mantidos por 24h sob UV a temperatura ambiente.

As seccdes ultra-finas, com cerca de 90nm de espessura,
foram feitas em ultra-micrétomo LKB/8800- Ultratome 111, com
navalhas de vidro ou diamante (Diatome) e montadas sobre telinhas
de niquel de 100-150 mesh recobertas por pelicula suporte Formvar

0,6%.



Para experimentos de imunocitoquiml ca com ouro
coloidal, na tentativa de localizar antigenos virais in situ <van
Lent et al., 1990a), as secg¢des foram inicialmente incubadas com
uma solucdo de albumlna bovina-BSA (Sigma) a 1% em tampéo
fosfato/salina <PBS) 0,1M, pH7,3 acrescido de azida sdédica (NaN3)
0,02% por 30min, flutuando as telinhas sobre uma gota de solucéo,
em uma superficie montada com Parafilm com o lado das seccles em
contato com o liquido.

A seguir as telinhas foram transferidas para gotas do
anti-soro especifico diluido de 1*100 a 1*5000 em PBS onde
permaneceram por 2h. Terminado o periodo de incubacdo, as
telinhas foram lavadas extensivamente com gotas de PBS e
transferidas para gotas de uma solucdo contendo proteina A
complexada com ouro coloidal <20nm de diametro) numa diluicdo de
1*50 em PBS por 1ih.

A seguir, as telinhas foram lavadas extensivamente com
gotas de PBS e agua destilada.

Antecedendo a observagcdo ao ME, as seccdes foram
contrastadas em solucdo aquosa de acetato de uranila 3% por 5min
e citrato de chumbo de Reynold (1963), diluido em hidroxido de

sodio (NaOH) ou hidréxido de potassio (KOH) 0,01M 1*1 por 3min.



Para experimentos de hibridizacdo in situ (McFadden,
1991), com sondas ndo radioativas na tentativa de localizar
moléculas de RNAs patogénicos conhecidos como virdaides, as
seccbes foram inicialmente tratadas com TRIS 50mM/NaCl  150mM,
pH7,S por 2min, flutuando as telinhas sobre uma gota de solucéo,
em uma superficie de Parafilm com o lado das secgcbes em contato
com o liquido.

A  seguir as telinhas foram transferidas para gotas da
solucdo enzimdtica de proteinase K iug/ml em tampdo TRIS/HC1
100mM, pH8,0 acrescido de EDTA 50mM por 40min a temperatura
amb 1ente.

Na proxima etapa, montou~se uma pequena camara umida
constituida por wuma placa de Petri contendo papel de filtro
umidecido com tampdo de hibridizacdo PIPES 50mM, pH7,0 acrescido
de NaCl 0,15mM e EDTA 5mM além de uma solucdo de Denhardt 5x com
Ficoll 400 0,1%, PVP 0,1%, BSA 0,1% e formamida 50%; onde
pequenas laminulas siliconizadas com Sigmacote (Sigma) continham
gotas da sonda de RNA fita negativa marcada com digoxigenina
10ng/ul em tampdo de hibridizacdo onde as telinhas permaneceranm
por 3h a 70C.

Ap6s a incubacdo com a sonda as telinhas foram lavadas
extensivamente em SSC (NaCl 0,15M e citrato de sodio/fosfato de
sédio 0,015M pH7,0) 4x, SSC 2x e transferidas para gotas de SSC
Ix em camara umida por 30min a 70C.

A  seguir foram transferidas para gotas do tampdo SC

(PIPES 50mM, pH7,2 acrescido de NaCl 0,5M, Tween 20 0,5%) por



5min a temperatura ambiente sobre uma superficie com Parafilm e
em seguida as seccdes foram submetidas a uma solucdo bloqueadora
contendo BSA 1% em tampdo SC por iSmin.

Na proxima etapa, as seccdes foram incubadas com o
anticorpo anti-digoxlgenina 5ug/ml diluido em tampdo SC contendo
BSA 1% por 2h a temperatura ambiente.

Terminado o periodo de 1incubacdo as telinhas foram
lavadas extensivamente com gotas de SC e transferidas para gotas
da solucdo contendo proteina A complexada com ouro coloidal <20nm
de diametro) em uma diluicdo de 1:50 em SC por 1ih.

Apbés esse passo, as telinhas foranm extensivamente
lavadas com gotas de SC e é&gua destilada. Antecedendo »
observacdo ao HE, as seccbBes foram contrastadas como descrito

para imunocitoquimica.

4. OBSERVAC20 OA MICROSCOPI0O ELETRONICO DE TRANSMISSAO

As seccdes submetidas a imunomarcacdo para localizacéo
de proteinas e hibridizacdo 1in situ para localizacdo de A&cidos
nucleicos foram observadas ao MET JEOL 100C, fotografadas e

ampliadas.

5. ANTI-SOROS (>

5.1. Tospovirus

<#) A origem dos anti-soros, correspondentes a cada virus, acha-

se descrita nos resultados.



Policlonaiss
Bri (CNPH)s nucleocapsideo (Nc) do *tomato spotted  wilt
virus* - TSWV.
Br3/Br6: Nc do T"tomato chlorotic spot virus* - TCSV.
Br8* Nc do <9roundnut ring spot virus* - GRSV.
H7! Nc do "lapatiens necrotic spot virus* - [INSV.
NSss proteina ndo estrutural do TSWV.
Monoclonal:

G2s glicoproteina (de Avila et al., 1990).

5.2. Potyvirus
Poli clona iss
As TEVs capsideo do “tobacco etch virus"™ - TEV.
As TEV-I1C* 1inclusdo cilindrica do TEV.
As TVHVs capsideo do “tobacco vein niottling virus = - TVMV.
As TVMV-ICs inclusdo cilindrica do TVMV.
As BYMV: capsideo do virus do mosaico amarelo do feijoeiro -

BYMV.

5.3. Rhabdovirus
Policlonaiss
As SYBV: particula do virus da mancha amarela da graviola -
SYBV.

As SYVV: particula do <owthistle yellow vein virus* ~ SYVV.

5.4_. l1larvirus
Poli clonal™*

As BTSV: capsideo do*brazilian tobacco streak virus* - BTSV.



5.5. Tobravirus
Poli clonals

As pPepRSvs capsideo do virus do anel do pimentdo - PepRSV.

5.6. Tyaovirus
Policlonaiss
As EMV-Ts capsideo do virus do mosaico da berinjela -
isolado de fumo - EMV-~T.
As PYMV: capsideo do virus do mosaico amarelo do maracuja -

PYMV.

5.7. Potexvirus
Policlonal8
As CsCMVs capsideo do virus do mosaico comum da mandioca -

CsCMV.

6. SONDAS

6.1. Obtencdo das sondas

As sondas utilizadas nos experimentos de hibridizacéo
in situ (Lopez, 1991) foram produzidas a partir do plasmideo
PSP64 que continham um clone monomérico do ASBVd ou do CEVd de
orientacdo positiva (cedido pelo Dr. Symons, Universidade de
Adelaide, Austral ia). 0 termo orientacdo positiva quer dizer que
ao ser transcrito, o plasmideo com a RNA polimerase do fago SP6,
se obtém um RNA especifico do virad ide com a mesma polaridade que

a sua forma infectiva. Neste plasmideo, o0 1inserto esta aberto em

um sitio de restrigdo existente nestes virdides e introduzido no



sitio BamHi na regido de clonagem maltipla de pSP64. 0 inserto
foi recuperado através de digestdo com as enzimas de restricgdao
EcoRi e Hindlll (Boehringer), e subclonados nos plasmideos pST18
e pST19 (Boehringer) previamente digeridos com as mesmas enzimas
de restricdo. Ambos os plasmideos contém a mesma regido de
clonagem multipla que pSP64 porém com orientacdes opostas entre
si e flanqueadas de <cada lado por promotores de duas RNA
polimerases virais distintas (a SP6 e a T7). A dupla digestéo
permite uma ligacdo dirigida do inserto com orientacéo
previamente conhecida. O0s plasmideos resultantes ao serem
transcritos com a RNA polimerase do fago T7 deveriam (segundo a
orientacdo do inserto original em pSP64) originar transcritos
contendo as seqUéncias completas do ASBVd ou do CEVd de
polaridade negativa ou positiva, respectivamente.

A  marcacdo dos transcritos foi feita com digoxigenina

segundo protocolo recomendado pelo fornecedor (Boehringer).

6.2. Sondas utilizadas
Sonda negativa ASBVdt deteccdo da fita positiva do "avocado
sunblotch viroid™ - ASBVd.
Sonda negativa CEVds deteccdo da fita positiva do “Citrus

exocortis viroid" - CEVd.



1. IMUNOCITOQUIMICA

i.1. Tospovirus

Até recentemente os tospovirus eram tidos como um grupo
monotipicor sendo TSWV ( conhecido entre ndés como virus de vira-
cabeca) o0 seu representante (Gnico. Recentes trabalhos usando
métodos sorolégicos e moleculares indicaram que o género
tospovirus pertence a familia Bunyaviridae, tendo sido, até o
momento, caracterizadas mais trés espécies neste género,
respectivamente o "tomato chlorotic spot virus*-TCSV, "groundnut
ringspot virus =GRSV e ™"Impatiens necrotic spot virus =INSV, além
do TSWV (de Avila et ml., 1990; 1993a,b). Do ponto de Vvista
citopatologico, todos os tospovirus apresentam caracteristicas
similares: as particulas virais acumulam-se no reticulo
endoplasmatico; e no citoplasma, ao seu redor, ocorrem agregados
densos de nucleocapsideos (Fig. 1). Material fibroso, formando
agregados, podem ser detectados na infeccdo de alguns isolados,
formando massas frouxas ou paracristalinas, sabendo-se que a
proteina ndo estrutural, codificado pelo S-RNA, NSs, faz parte
deste material fibroso (Kitajima et al., 1992; Kormelink et al.,
1991). Ha evidéncias sugestivas de que a morfogénese dos
tospovirus esteja associada k membranas derivadas do complexo de
Golgi (Kitajima et al., 1992). H& de se mencionar que o isolado
do TSwv, foi obtido no Distrito Federal, no Centro Nacional de

Pesquisa de Hortalicas (CNPH).



A diferenciacdo dos tospovirus em espécies baseia-se no
uso de wuma Dbateria de anti-soros mono e policlonais. Estas
diferencas refletem-se também em ensaios imunocitoquimicos:
comparacdes dos niveis de marcacdo, avaliados pelo numero de
particulas de ouro coloidal, refletem no geral os dados dos
testes de ELISA (de 4vila et al., 1990; Kitajima et al., 1992).

Alguns 1isolados de tospovirus estavam sendo mantidos na
colecdo de virus da UnB e do CNPHs isolado de lentilha (Lens
culinaria), de emilia (Eailia sonchifolia), de tomate e de mar ia-
pretinha (Solanua nigrua L.). Ensaios de imunocitoquimica foram
feitos em plantas-teste infectadas com estes 1isolados e testados
contra anticorpos policlonais contra o nucleocapsideo dos 4
isolados (TSWV, TCSV, GRSV e INSV) e a proteina ndo estrutural
NSs, além de um anticorpo monoclonal contra a glicoproteina (G2)
do TSwv (Fig. 2-8). Tecidos de N. benthaaiana, N. rdstica e
Datura straaoniua infectados com os 4 isolados foram usados como

controles positivos.



1.2. Potyvirus

1.2.1. "Tobacco etch virus =TEV

0 TEV utilizado neste experimento € um isolado
encontrado em Honduras, tendo sido 1identificado através de testes
biologicos, imunoldgicos e citopatoldgicos (Kitajima & Quiroz,
1991? Lima & Kitajima, 1993a). Este isolado como o TEV tipico
(Purcifull & Hiebert, 1982), 1induz inclusbGes cilindricas do tipo
111, da classificacdo de Edwardson (1966). Virions podem ser
vistos espalhados no citoplasma, e caracteristicamente, surgem
inclusbes «cristalinas no nucleo (IN), constituidas de proteinas
nao estruturais do virus, com funcdo de protease (Matthews,
1991). Apenas poucos potyvirus induzem tais inclusdes.

As imunomarcacdes foram feitas com anti-soros
policlonais fornecidos pelo Dr.T. Pirone (Univ. Kentucky), Dr.D.
Purcifull (Univ. Flérida) e Dr.Baunoch (Univ. Detroit) para
virions e inclusfes cilindricas do TEV. Foram utilizados tambem
anti-soros contra o "tobacco vein mottling virus"-TVMV, outro
potyvirus proximamente relacionado ao TEV (Purcifull & Hiebert,
1982), fornecido pelo dr. Pirone.

As marcacbes feitas com o0 anti-soro contra TEV
apareciam dispersas no citoplasma, sem se associar ks IC ou
outras estruturas, incluindo nucleo (Fig. 9). Ja o anti-soro
contra IC do TEV marcou fortemente, conforme constatado pela
intensa deposicdo de grdos de ouro, as IC (Fig. 11). A
especificidade foi muito boa, visto que ndo houve marcacdo de
outras estruturas presentes nas secg¢fes. Com anti-soros contra a

proteina capsidal e IC do TVMV os resultados foram similares



<Fig. 10 e 12) , mas o nivel de marcacdo foi menos intensa,
pr inc ipalmente para IC (Fig. 12), de acordo com o0s testei»

soroloégicos, que apontam relacionamento entre estes virus.

1.2.2. Virus do aosaico asareio do feijoeiro (“bean
yelloN aosaic virus"-BYMV)

0 isolado do BYMV utilizado foi cedido pelo dr.A.M.R.
Almeida, do CNPSoja/EMBRAPA, tendo sido isolado de tremoco
(Lupinus lupin L.), causando-lhe mosaico, no norte do Parana. A
identificacdo foi baseada em propriedades bioldégicas, sorologicas
e citopatoldgicas (Faria et ml., 1990; Ramagem, 1993). As ICs
induzidas pelo BYMV sdo do tipo Il da classificacdo de Edwardson
(1966), e alguns isolados podem induzir inclusdes cristalinas,
intranucleares (Francki et al., 1985). Este isolado paranaense do

BYMV aparentemente n&do 1induz INs.

Os experimentos de imunomarcacdao foram TfTeitos usando

anti-soro policlonal, contra a proteina capsidal, cedido pelo
Inst. Fitovirol. Appl. de Turin, Italia. Particulas de ouro
coloidal apareciam dispersos no citoplasma, sem estarenm

associados as ICs ou outras estruturas (Fig. 13).

1.3. Rhabdovirus

1.3.1. Virus dm amnchm mamrelm dm grmviolm (“Soursop
yelloN blotch virus“-SYBV)

0 SYBV foi encontrado no estado do Ceara infectando
naturalmente a graviola (Annonm auricata) e experimentalmente

infecta apenas outras anonidceas. Uma caracterizacao preliminar ja



foi feita (Kitajima et al-, 1993)? citopatoldgicamente, este
rhabdovirus ¢€é do tipo citoplasmatico (Francki et al-, 1985),
apresentando suas particulas acumuladas no [lumen do reticulo
endoplasmatico. Trabalhos de caracterizacdo molecular estdo em
andamento (Martins & Kitajima, 1993? Martins et al., 1993).

Um anticorpo policlonal foi produzido e utilizado para
ensaios de imunomarcacdo in situ. Este anticorpo, embora de baixo
titulo, e contendo anticorpos contra proteinas da planta (Fig.
14), apresentou resultados satisfatdorios em testes de dot-ELISA,
guando absorvido com o suco de planta sadia e usado a diluic®es
maiores (Martins, com. pess.). Nos experimentos feitos, a
imunomarcacéao ocorreu conslstentemente sobre as massas de
particulas virais contidas em elementos do reticulo
endoplasmdtico e também sobre massas filamentosas que ocorrem em
suas proximidades, confirmando-se assim a suposicdo de que elas

representariam um acumulo de nucleocapsideos virais (Fig. 15).

1.3.2. Rhabdovirus isolado de picio

Um rhabdovirus mecanicamente transmissivel, foi isolado

de picdo (Bidens pillosus) com sintomas de mosaico, e que
infectou experimentalmente alface, Nicotiana glutinosa, N.
rustica e Gonphrena globosa (Kitajima et al., 1991b). Suas

propriedades bioldégicas e citopatoldégicas eram similares as do
“sonchus vyellow net virus"-SYNV (Jackson & Christie, 1979). Nas
células infectadas, as particulas acumulam-se no espaco
perinuclear? e no nucleoplasma surgem massas amorfas ou Tibrosas
(viroplasma). 0 anti-soro policlonal contra este virus foi cedido

pelo Dr. A.0. Jackson (Univ. Califdrnia, Berkeley), e 0s



experimentos de 1imunomarcacdo conduzidos, resultaram numa fTorte
marcacdo das particulas na cavidade perinuclear e também dos
"viroplasmas*, que seriam agregados de nucleocapsideos virais
<Fig. 16). O0s resultados representam forte evidéncia para a

identidade deste virus encontrado no picdo e o0 SYNV.

i.4. llarvirus

1.4.1. Virus da necrose branca do Tfuio (“brazilian

tobacco streak virus"-BTSV)

Embora bastante estudado sob varios aspéctos, tanto o
BTSV, como a contrapartida norte -americana ("tobacco streak
virus"-TSV) ndo tem sido estudado sob o ponto de vista
citopatolodgico, como a maioria dos ilarvirus (Francki et al.,
1985). Kitajima A Costa (1986) relataram resultados preliminares
de efeitos citopaticos, demonstrando a ocorréncia de grande
namero de particulas isométricas, de 25-35nm, presumiveis
virions, no citoplasma das células parenquimaticas do mesofilo e
da regido vascular, bem como no lumen dos vasos crivados. Uma
confirmagcdo da natureza viral destas particulas foi testada
através de métodos imunocitoquimicos, usando anti-soro policlonal
contra TSV, fornecido pelo dr._Kaiser (Wash.St.Univ.) e contra
BTSV, produzido na UnB (Bertuol et al., 1992).

As marcacdes foram notadas consistentemente no
citoplasma, onde foram observados os presumiveis virions, ndo se
observando presenca de antigenos em outras estruturas celulares

(Fig. 17 e 18).



1.5.1. Virus do anel do piaentao (“pepper
virus“-PepRSV)

0 PepRSV foi encontrado originalmente enm
infectando pimentdo, mas tem sido encontrado em outras culturas e
em outras regides, inclusive no Distrito Federal (Cupertino et
al ., 1991). € um tobravlrus, originalmente considerado uma
estirpe do "tobacco rattle vlrus"-TRV, tendo sido designado TRV-
CAM, mas recentemente, baseado em critérios moleculares, foi
separado como um virus distinto, é um virus de genoma bipartido,
e apresenta wuma caracteristica marcante, do ponto de Vvista
citopatoldgico, que é a associacao das particulas
perpendicularmente as mitocSndrias (Harrison & Roberts, 1968).

Umn isolado do PepRSV foi encontrado no Distrito
Federal, infectando a ornamental bico-de-tucano (Kitajima et al .,
199ia> causando Tfaixas clordéticas e anéis. Exames cltolégicos
mostraram efetivamente a presenca de particulas em forma de
bastonetes associadas as mitocSndrias. Ensaios de
imunocitoquimica, usando anti-soro policlonal contra PepRSV,
produzido na UnB (Lin, M.T., dados nado publicados) mostraram
marcacdo especifica sobre estes bastonetes, confirmando sua

natureza viral (Fig. 19).

ringspot



1.6.1. Virus do aosaico coaui da Mandioca ("cassava
coMon aosaic virus"-CsCMM)
0 CsCMV foi descrito no Brasil, tendo sido detectado em
outros paises sul-americanos (Costa & Kitajima, 1972). Como nos
demais potexvirus, presumiveis virions Tformam imensas massas
fibrosas no citoplasma. Anti-soro contra o CsCMV, produzido no
CIAT, foi utilizado para ensaios de imunocitoquimica. A marcacéo
deu-se exclusivamente sobre as massas fibrosas, confirmando sua

natureza viral (Fig. 20).

1.7. Tyaovirus

1.7.1. Virus do aosaico da berinjela, isolado fuao
feggplant aosaic virus, tobacco isolate®-EMV-T)

Foram encontradas em Sta. Catarina, plantas de fumo
comercial mostrando sintomas de mosaico. 0 agente causai da
anomalia foi identificado como sendo um isolado do EMV, designado
de EMV-T. A peculiaridade reside no fato de ter sido encontrado
infectando naturalmente plantas de fumo, planta que a maioria dos
isolados do EMV ndo faz, mesmo experimentalmente (Ribeiro, 1988).
Parte da proteina capsidal foi recentemente sequenciada
(Pinheiro, 1993). Como os demais tymovirus (Francki et al._,
1985), do ponto de vista citopatoldgico, o EMV-T exibe grande
nimero de presumiveis virions no citoplasma e vactuolo, e induz as
caracteristicas vesiculas na periferia dos cloroplastos.

Confirmando o0s experimentos prévios de Ribeiro (1988), em



experimento» de imunomarcacdo usando anti-soro especifico, houve
marcacdo intensa no citoplasma, no vaciolo, e também em alguns
nucleos (Fig. 21 e 22). Esta ultima constatacdo indica que embora
nao ocorram virions intactos, proteinas capsidais migram para o

nucleoplasma, o0 que ocorre também com outros tymovirus.

1.7.2. Virus do aosaico amarelo do maracuja
(‘passionfruit yellow aosaic virus"-PYMV)

Este outro tymovirus, genuinamente brasileiro, foi
encontrado infectando naturalmente maracuja-amarelo (Passiflora
edulis f, flavicarpa) no estado do Rio de Janeiro, e
caracterizado adequadamente por Crestani (Crestani, 19847
Crestani et al., 1984). 0o ponto de vista citopatoldgico,
apresenta alteracdes caracteristicas de tymovirus. Utilizando-se
de anti-soro contra a proteina capsidal, produzido por Crestani,
foram feitos ensaios de imunocitoquimica. Os resultados foram
essencialmente similares aos descritos anter iormente para o EW--
T, ocorrendo marcacao sobre presumiveis virions no citoplasma e
no vacuolo. No ndacleo, embora ndo se detecte virions, ocorre

marcacdo, indicando a presenca de proteina capsidal (Fig-23 e 24).



2.1. *“Avocado sunblotch viroid’-ASBvd

Uma enfermidade de abacateiro caracterizada por frutos
manchados, como se houvera queimado de sol, e plantas com pouco
desenvolvimento, foi identificada como sendo causada por um
virdide, denominado de ASBVd. Este virdide tem algumas
peculiaridades que o diferencia dos demais* com cerca de 250
bases, diferencas na estrutura secundaria, e propriedades de
autocorte (Marcos A Flores, 1992).

Estudos de fracionamento celular indicaram também, que
ao contrario dos demais virdides estudados como o "potato spindle
tuber viroid"-PSTVd e "citrus exocortis viroid"-CEVd, que se
acumulam no nucleo, o0 ASBVd aparecia associado a fracéao
citoplasmatica e/ou dos cloroplastos (Marcos & Flores, 1990). A
fim de esclarecer este ponto, foi feito um experimento de
hibridizacéao in situ, usando sondas apropriadas, contra fitas
senso + ou -, marcadas com digoxigenina, usando anti-soro
policlonal contra digoxigenina para sua deteccéo.

0Os resultados dos experimentos mostraram que a marcacao
aparece consistentemente sobre os cloroplastos, e em menor (grau,
sobre o citoplasma, n&do havendo marcacdo significativa em outras
estruturas (Fig. 25 e 26). Experimentos controles em plantas
sadias, ou usando sondas para CEVd, confirmaram estas observacoes
(Fig. 27 e 28).

Estas tendéncias ficaram bem evidenciadas quando, por
anadlises morfométricas, converteu-se as marcacdes em termos de

densidades por unidade de area (Tabelas 3 e 4).



Tabela 3. Esti«ativa aorfoaétrica das &reas ocupadas por
diferentes organelas celulares ea tecido de <células sadias e

infectadas coa o ASBVd.

Organela Contagem de Area méd ia

organelas <um2 e %>

S | S % | X
Cloroplasto 27 71 142,8 7,6 254 17,7
C itoplasma 10 27 864,9 46 365,7 25,4
M 1tocSndr ia 30 81 8,6 0,5 9,8 0,7
Vacuolo 10 20 818,5 43,6 737,3 50,6
Nucleo 6 23 43,4 2,3 81,2 5,6

M Dez e 27 células do mes6filo de abacate foram analizadas de
plantas controle sadias <S) e infectadas com o ASBVd )

respect ivamente.



Tabela 4. Resultados da iMunoaarcag¢So com ouro coloidal apés a
hibridizacdo “in situ"” utilizando-se una sonda de DNAc diretaaente
contra a Tfita positiva do ASBVd ea tecidos de folhas sadias e

infectadas coi o ASBVd.

Organela tt Contagem das particulas de ouro

por organela por um2

S | S |
Cloroplasto 40 833 0,28 3,28»»
C itoplasma 9 71 0,01 0,2»
M itocodndr ia 3 4 0,28 0,35
Vacuolo 21 25 0,020 0,034
Nucleo 7 9 0,152 0,101

it Dez e 27 células do mesdfilo de abacate foram analizadas de
plantas controle sadias (S) e infectadas com 0 ASBVd,
respect ivamente.

* e ## diferenca estatistica significativa nas particulas de
ouro/unidade de Aarea, em p<0,05 e p<0,001 respectivamente,

utilizando-se teste t em duas amostras.



Figuras i~24. Deteccdo por imunocitoquimica de antigenos virais
in situ em tecido foliar de plantas infectadas por

diferentes virus.

Figuras 25-28. Deteccdo por hibridizacéo in situ de acidos
nucleicos em tecido Tfoliar de abacateiro

infectado pelo ASBVd.

Chave para abreviagdesn # - particulas virais
AD - agregado denso
C - cloroplasto
IC - inclusdo cilindrica
IF - inclusdo fibrosa
M - mitocdndria
N - nuacleo
NC - nucleocapsideo
NU - nucléolo
P - parede celular
PX - peroxissoma

VP - viroplasma



1. Efeito citopatico de célula do parénquima de Oatura
straaoniuM infectada com o TSWV, mostrando particulas
contidas nas cavidades do reticulo endoplasmatico

(seta), inclusédo fibrilar e agregado denso.

F igura 2. Imunomarcacdo em agregados densos de nucleocapsideo
viral, em célula do parénquima de N. ristica
infectada com o isolado de lentilha do TSWV (Lens

culinaria) com o antl-soro Br3 (TCSV).

Figura 3. Imunomarcacdo de agregados densos de nucleocapsideo em
células do parénquima de Nicotiana rustica infectada
pelo isolado de lentilha (Lens culinaria) tratada com o

anti-soro especifico Bri (TSWV).

Figura 4. Célula do parénquima de Nicotiana rustica infectada
GRSV demonstrando marcacdo muito intensa sobre
agregados de nucleocapsideo quando tratada com o anti-

soro especifico Br8 (GRSV).
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Figura

Figura

5.

6.

Imunomarcacdo muito intensa de particulas virais de
célula do parénquima de Datura stramoniuM infectada
pelo isolado de maria-pretinha (Solanu» nigrun) do

TSWV com o anticorpo contra a glicoproteina (G2).

Célula do meséfilo de emilia (Enilia sonchifolia)
infectada com o isolado do TSWV mostrando marcacao
muito 1iIntensa sobre agregados densos, quando tratada

com anti-soro contra a proteina nao estrutural (NSs).

Figura 7 e 8. Imunomarcacdo especifica de inclusfGes fibrilares em

célula do parénquima de Datura straaoniun
infectada pelo isolado de tomate do TCSV quando
tratada com o0 anti-soro contra a proteina nao

estrutural (NSs).
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9. Imunomarcacdo especifica no citoplasma <#) de célula
infectada pelo TEV, quando tratada com o0 anti-soro
contra a proteina capsidal do TEV. Notar a auséncia de

marcacao sobre as IC.

F igura 10. Intensa marcacdo sobre o citoplasma <*> de célula

infectada pelo TEV tratada com o anti-soro contra o

TVMV. N&o se observa marcacado sobre as 1IC.

Figura 11. Inclusbes cilindricas induzidas pelo TEV fortemente
marcadas pelo anticorpo especifico. Notar que o

citoplasma ndo se encontra marcado.

F igura 12. Imunomarcagdo suave das inclusdes cilindricas enm
célula infectada pelo TEV tratadas com o anticorpo

contra as includes cilindricas do TVMV.






F igura

F igura

F igura

13.

14.

15.

16.

Imunomarcacdo especifica sobre o citoplasma <*> de
célula infectada pelo BYMV. Observar que as

inclusdes cilindricas ndao se encontram marcadas.

Célula sadia do parénquima de graviola (Annona
muricata) tratada com anti-soro contra o SYBV. Notar
a leve marcacdo esparsa e inespecifica por toda a

célula.

Imunomarcacao especifica de célula do parénquima de
graviola (Annona auricata) infectada pelo SYBV. A
marcacao se d& especificamente sobre as particulas
virais (#) presentes nas cavidades do reticulo
endoplasmatico e sobre massas filamentosas de

nucleocapsideos presentes em suas proximidades.

Célula do parénquima infectada coro um rhabdovirus
isolado de de picdo (Bidens pillosus) tratada com o
anti-soro contra o SYNV. Observar a forte marcacéo
das particulas (*) na cavidade perinuclear e também

sobre o viroplasma.
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Imunomarcacdo de célula do parénquima de fumo

Figura 17 e 18.
pelo BTSV. A

(Nicotiana tabacun) infectada

marcacdo acha-se distribuida sobre o citoplasma

<#H>.

Figura 19. Imunomarcacado especifica de particulas virais <«) no
citoplasma de célula do parénquima foliar de bico-de-
tucano infectada pelo PepRSV associadas as
mitocOndr ias.

Figura 20. Imunomarcacdo especifica sobre massa fibrosa

constituida de particulas virais <*) no citoplasma

de célula do parénquima de folha de mandioca

infectada pelo CsCMV.
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F igura

21. Particulas de virus do EMV-T (#) no citoplasma de
célula foliar de fumo (Nicotiana tabacua) marcadas

com o anticorpo especifico.

22. Célula do mesd6filo de fumo (Nicotiana tabacua)
infectada com o EMV-T. A marcacdo é aparente sobre o
citoplasma e nucleo. No nuacleo, embora nédo se
detecte virions, a marcacdo indicaria a presenca de

proteina capsidal.

Figura 23. Imunomarcacdo especifica com anti-soro contra PYMV em

F igura

célula do meso6filo de maracuja (Passiflora edulis f.
flavicarpa) infectada pelo PYMV. A marcacdo é aparente
sobre o citoplasma onde presumiveis particulas de

virus sao encontradas (#).

24. Imunomarcacdo especifica com anti-soro contra a
proteina capsidal em <célula do parénquima do
maracujazeiro (Passiflora edulis T. flavicarpa)

infectada pelo PYMV. A marcacdo sobre o nucleoplasma

indica a presenca da proteina do capsideo.
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25 e 26. Parénquima de células de folhas de abacate
infectadas pelo ASBVd. Observa-se que a
marcacdo pelas particulas de ouro coloidal ¢
evidente sobre o0s cloroplastos e ausentes

sobre as demais organelas citoplasmaticas.

Figura 27. Similar as Figs. 25 e 26, contudo tratada com a sonda

contra o CEVd. Nenhuma marcacdo é observada.

Figura 28. Célula sadia do parénquima de abacate tratada com a
sonda contra o ASBVd. Notar que apenas um pequeno

backgrond de marcacdo é observado.
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1Iv. Discussao

i. IMUNOCITOQUIMICA

i.i. Tospovirus

Os aspectos citopatoldgicos dos isolados de tospovirus
estudados neste trabalho (de tomate, emilia, maria-pretinha e
lentilha) foram essencialmente os J& descritos anteriormente
(Kitajima et al., 1992), com virions no reticulo endoplasmatico,
agregados densos de nucleocapsideos e em alguns casos, massas de
material fTibrilar no citoplasma. Os dados de iImunomarcagdo 1in
situ empregando-se anti-soros policlonais contra
nucleocapsideos dos diferentes virus deste grupo, 3 dos isolados
analisados seriam TSWV e um deles, TCSV. Anticorpo monoclonal
contra a glicoproteina marcou apenas as particulas completas,
como esperado, em todos os isolados testados. Também, ocorreu
marcacao sobre inclusbes fTibrosas ou dispersas sobre 0
citoplasma, quando utilizou-se anti-soro contra a proteina NSs do
TSWV (Kormelink et al., 1991), em todos os isolados, mostrando
também ser uma proteina conservada.

Verificou-se variacdes entre experimentos para 0o mesmo
material, mas isto pode ser atribui do a pequenas diferencas que
possam ocorrer nos procedimentos de preparo (fixacdo a inclusao;
lotes de anti-soros, etc.). Recentemente Wescot e colaboradores
(1993) propuseram um procedimento rapido para fixacdo e inclusédo
gque produz excelente preservacao dos sitios antigénicos de TSWV,

tanto nos tecidos de plantas como do trips vetor.



Embora ndo possa ser utilizado para fins quantitativos,
como o ‘teste de ELISA, a imunomarcacdo 1in situ mostrou-se, no
caso dos tospovirus, um complemento adequado nos trabalhos de

especiacdo de isolados no género tospovirus.

1.2. Potyvirus

Nos experimentos realizados <com o0s dois potyvirus
testados (um isolado do TEV, encontrado em tomateiro, de
Honduras, e outro do BYMV, do tremogco, no estado do Parand) 0s
resultados de 1imunomarcacdo forneceram dados adicionais sobre a
comprobatérios da viral dos mesmos.

No caso do TEV, anticorpos contra a proteina capsidal
do TEV e do TVMV marcaram, in situ, com intensidade similar
virions do TEV dispersos no citoplasma indicando que, pelo menos
com estes anticorpos, ha grande similaridade entre as proteinas
capsidais do TEV e do TVMV. Contudo, como ndo se pode fazer o
teste reciproco, os dados devem ser encarados com certa reserva.
Para a proteina que constitui a IC do TEV, a reacdo homéloga foi
significativamente maior do que quando se usou anticorpo contra
IC do TVMV. Esta observacdo contraria o esperado, em que
proteinas de IC seriam mais conservadas que as capsidais
(Purcifull & Hiebert, 1992). Uma das explicacbes para isto pode
estar relacionada com a qualidade do anti-soro.

Para o BYMV, a imunomarcacdo dos virions in situ ndo so
confirma sua localizacao citoplasmatica, mas também representa
mais um dado adicional 1identificando este potyvirus encontrado em

tremoco como BYMV.



0 anticorpo contra virions do SYNV
significativamente tanto as particulas completas acumuladas no
espaco perinuclear como o viroplasma presente no nuacleo, e
juntamente com os dados bioldgicos constituem em uma forte
evidéncia de que este virus isolado de picdo € o SYNV ou um virus
proximamente relacionado. Mencione-se que o0 SYNV ja foi
encontrado nos EUA, 1infectando naturalmente o picdo (Kuhn et al .,
1980). ¢é possivel que alguns dos rhabdovirus que se acumulam na
cavidade perinuclear e descritos entre nés (Kitajima et al.,
1991b) também possam ser o SYNV. Isto poderia ser verificado,
pois em principio ¢é possivel Tazer imunomarcacdo em tecidos
fixados com 0s04 e emblocados em resinas epoOxicas, apés oxidar as
seccbdes o que permite uma melhor preservacdo do tecido (Kitajima,
1983).

Os experimentos de imunomarcacao com anticorpo
produzido contra preparacdes semi-purificadas de SYBV (Martins,
C.R.F., dados nao publicados) demonstraram a natureza viral das
particulas, apesar do baixo titulo do mesmo, e da esperada reacdao
com componentes normais da célula. A absorcdo do anti-soro com
suco de planta sadia e uso de diluicBes maiores asseguraram a
especificidade, e assim contribuiu para demonstrar cabalmente que
as particulas baciliformes contidas nos elementos do reticulo

endoplasmatico sédo as dos virus, e que as massas de material

filamentoso em suas proximidades, representam nucleocapsideos.

marcaram



Os ilarvirus tem genoma tripartido contido em
particulas de tamanho diferentes, variando de 20 a 32nm,
isométricas ou ligeiramente deformadas. Como o virus do mosaico
da alfafa, o processo de infeccdo a partir dos RNAs ¢é ativado
pela proteina capsidal, inclusive com proteinas capsidais de
virus heterélogos (van Vloten-Doting, 1975). Apesar de muito
estudados do ponto de vista molecular, ha escassez de dados sobre
aspectos ultraestruturais (Francki et al., 1975). No <caso do
BSTV, estudos preliminares de Kitajima & Costa (1969)
demonstraram a presengca de grande numero de presumiveis
particulas virais em células infectadas. A natureza viral destas
part ifculas estd comprovada pelos presentes resultados de
imnunomarcacao.

A infeccdo pelo BSTV caracteriza-se por uma fase de
intensa manifestacdo de sintomas, 10-14 dias ap6s a inoculacdo, e
depois ha wuma recuperacdao, Fficando a planta praticamente
assintomatica, exceto por folhas mais afiladas e quando ocorre a
floracdo, corolas partidas (Costa & Carvalho, 1961). Nas plantas
recuperadas, o titulo do virus é praticamente nulo, ndo havendo
explicacdes satisfatdorias para o fato. Um seguimento sequencial
de plantas inoculadas com imunomarcacdo in situ, acompanhado de
métodos moleculares de deteccdo do &cido nucleico viral poderia
fornecer alguns dados adicionais para a compreenséao deste

fenSmeno.



A imunomarcacdo especifica das particulas que se
associam perpendicularmente as mitocSndrias, encontradas em
tecidos de bico-de-tucano e outras hospedeiras que se infectaranm
experimentalmente com este isolado do PRSV, com anticorpos contra
sua proteina capsidal demonstra que tais particulas efetivamente
representam o PepRSV. Embora a semelhanca morfoldgica entre estas
particulas e aquelas presentes em preparacdes purificadas
levassem a esta suposicdo (Harrison & Roberts, 1968? Kitajima &
Costa, 1969), a imunomarcacdo iIn situ vrepresenta uma fTorte

evidéncia para tal 1identificacéao.

1.6. Potexvirus

Potexvirus ocorrem em alta concentracdo nos tecidos
infectados induzindo massas fTibrosas de proporgdes avantajadas no
citoplasma, e que sempre foram tidas como sendo agregados frouxos
de particulas de virus. 0 presente estudo imunocitoquimico com o
CsCMV, um membro dos potexvirus, vem reforcar esta suposicéo,
pois seu anticorpo marcou especificamente tais massas. Resultados
similares haviam sido relatados em tecidos de fumo, infectados

pelo virus X da batata (PVX) (Hosokawa & Uatanabe, 1988a).



Os ensaios soroldgicos com varios membros dos tymovirus
ja conhecidos, ndo deixam duvidas de que tanto PYMV como EMV-T
sdo efetivamente participantes deste grupo (Crestani, 19847
Ribeiro, 1988). Seus efeitos citopaticos também enquadram-se
aqueles descritos para os tymovirus, especialmente as vesiculas
periféricas nos cloroplastos, e a abundancia de presumiveis
particulas virais no citoplasma e no vacuolo (Lesemann, 1977).
Presumiveis virus de alguns tymovirus foram detectados no nucleo,
mas isto ndo foi contatado com estes dois virus (Crestani, 19847
Ribeiro, 1988).

A imunomarcacdo in situ do PYMV e EMV-T com os
respectivos anti-soros policlonais indicaram a presenca abundante
de antigenos no citoplasma e no vacuolo, especialmente sobre as
massas de presumiveis virions, o que confirma sua natureza viral.
Houve marcacao também no nucleoplasma, apesar da auséncia de
virions visiveis, o0 que permite inferir que proteinas capsidais
migram para o nucleo. Isto talvez represente wuma peculiaridade
comum a todos os tymovirus, sendo que em alguns casos, chegaria
mesmo a ocorrer montagem das particulas (Lesermann, 1977),
ficando para ser averiguado se conteriam ou ndo VRNA. A presenca
de proteinas capsidais do EMV-T no nucleo ja havia sido notada,
através de imunomarcacao, por Ribeiro (1988). Resta assim
esclarecer um interessante fenbmeno que é o0 da migracdo da
proteina capsidal para o nucleo, se isto seria mediado por

proteinas do tipo "chaperone* e qual o seu significado bioldgico.



Em todos o0s ensaios de imunomarcacao in situ de
antigenos virais, em geral proteinas capsidais, mas em alguns
casos, contra proteinas ndo estruturais, houve deteccdo precisa
dos antigenos em estudo. Certamente ha varios fatores que podem
interferir numa marcacdo especificas qualidade do anti-soro,
preservacao do tecido, uso de resinas adequadas para
emblocamento, condicbes e tempo de reacdo, uso de bloqueadores
apropriados para evitar reacbes ndo especificas, contrastacéo,
etc., e que devem ser pesquisados com antecedéncia. 0 protocolo
usado nos experimentos descritos baseou-se essencialmente naquele
apresentado por van Lent et al. (1990a) e testado exaustivamente
nos trabalhos com os tospovirus (Kitajima et al., 1992), que foi
modificado em pequenos pontos em alguns experimentos, e como
acima discutido, mostrou-se bastante consistente. Embora néao
houvessem sido feitos estudos comparativos, a resina LRGold,
polimerizada a baixa temperatura, parece preservar muito bem os
sitios antigénicos e permitir seu acesso aos anticorpos. Talvez
resultados melhores, especialmente quando se trabalha com
antigenos que ocorrem em pequena quantidade, possam ser obtidos
se se utilizar crio-ultramicrotomia, no caso presente de
antigenos virais que ocorrem em grande quantidade, o protocolo
aqui usado ¢é mais do que suficiente. Este método, contudo, é
demorado; especialmente o processo de desidratacéo, inclusdo e
polimerizacéo, requerendo praticamente 1 semana, a partir da
fixacdo até obter o bloco em ponto de corte. Ulestcot e

colaboradores (1993) propuseram um protocolo mais rapido,



especialmente para os tospovirus, que parece promissor, mas nao

houve tempo de ser testado neste presente trabalho.

2. HIBRIDIZAGCAO in situ

A imunocitoquimica permite detectar adequadamente
proteinas de natureza variada, desde que se disponha do anticorpo
apropriado. No caso de infeccdo viral pode-se assim localizar
proteinas estruturais ou ndo estruturais, mas ndo se pode
precisar a localizacdo de seu &cido nucleico, encapsidado ou néo.
A situacdo se complica mais no caso de virdides, que ndo sao
dotados de proteina envoltdéria. A introducdo recente de técnicas
de hibridizacdo in situ veio resolver alguns destes problemas,
desde que se disponha de sondas cOm seqiiéncias complementares e
marcadas para permitir sua localizacéo.

Este processo, empregado para detectar os RNAs do ASBVd
permitiu sua localizacdo preferencial nos cloroplastos, com
alguma marcacdo em menor escala no citoplasma, a julgar pelos
controles. Dados similares foram obtidos por um grupo australiano
<Bonfiglioli, com. pess.). 0s dados de certa maneira estdo de
acordo com aqueles relatados por Mohamed & Thomas (1980) e
refinados por Marcos & Flores (1990), usando fracionamento
celular, guando observaram que as fracfes citoplasmatica e de
cloroplastos eram as infecciosas, em contraposicdo com a nuclear,
no caso do PSTVd (Schumacher et al-, 1983) e "coconut cadang-
cadang viroid“-CCCvd (Bonfigliolli, com.pess.). Atribuiram eles,
contudo, a infectividade da fracdo do cloroplasto a possivel

adsorcdo dos viréides na organela.



Este ponto de vista deve ser considerado, pois os dados
do presente trabalho indicam que a maioria dos sinais procedem
dos cloroplastos (ca.80%), ficando cerca de 10% no citoplasma.
Isto sugere que ha acumulo do ASBVd no cloroplasto, e
possivelmente sua replicacdo. A favor deste ultimo aspecto estéo
os dados de Marcos & Flores (1992) gue verificaram ser a
replicacdo do ASBVd insensivel a acdo da alfa-amanitina. Esta
droga normalmente inibe a polimerase 2, e afeta a infeccdo de
virdoides que se localizam e replicam no nucleo como PSTVd, e em
contrapartida, a polimerase 2 de cloroplastos é insensivel a ela
(Bottomley et al., 1971 a,b). Isto reduz a possibilidade de o
ASBVd ser replicado no nucleo e, rapidamente, translocado para o
cloroplasto onde se acumularia, e favorece a tese de que a sua
replicacdo dar-se-ia nos cloroplastos. A marcacdo residual no
citoplasma seria o0 resultado do trafego do ASBVd ou eventual
liberacdo dos cloroplastos que se danificam. 0 envolvimento do
cloroplasto no precesso de infeccdo pelo ASBVd ja foi sugerido em
um trabalho morfolégico de da Gragca & Martin (1981) que
observaram um aumento de volume e desorganizagdo no sistema
lamei ar dos cloroplastos. No presente estudo, dados morfométricos
sugerem que ha praticamente wuma duplicacdo no volume dos
cloroplastos (Tabelas 4 e 5).

Se confirmada a replicagcdo do ASBVd e dada sua
propriedade de ribozoma (Marcos & Flores, 1992), 1isto traz a tona
a intrigante possibilidade de que bactérias fotossintetizantes
possam ter sido a ligacdo entre alguns RNAs do tipo virodide
ancestrais, remanescentes da vida pré-celular (Diener, 1989;

Elena et al., 1991) com "modernos* virdides como o ASBvVd. Tal



idéia sera fortalecida se se demonstrar que um outro virdide
recém descoberto, "peach latent mosaic viroid"-PLMVd (Hernandez &
Flores, 1992) com propriedades auto-cataliticas, e candidato ao
mesmo subgrupo taxonSmico do ASBVd, também tenha localizacdao no

cloroplasto.



mIMUNOCITOaUTHICA E HIBRIDIZACAO in situ NA MICROSCOPIA
ELETRONICA - METODOLOGIA COMPLEMENTAR NA CARACTERIZACSO DE VXRUS
E VIROIDES*

A virologia foi, provavelmente, um dos campos que mais
se beneficiou com a introducdo do microscopio eletrénico como
ferramenta de pesquisa. A microscopia eletrbénica desempenha um
importante papel na caracterizacao dos virus, fornecendo dados
sobre a morfologia das particulas e citopatologia. Estes dados
podem comtribuir para complementar a caracterizacdo viral e
consolidar a taxonomia dos mesmos, além de ser um importante
auxiliar na diagnose da doenca. Estes beneficios da microscopia
eletronica se estedem naturalmente a virologia vegetal.

Tecidos de plantas infectados por virus, gquando
observados ao microscopio eletrénico, podem apresentar efeitos
citopaticos tipicos que geralmente incluem o aparecimento dos
corpusculos de inclusdao. Estas inclusdes podem ser formadas por

particulas virais ou estruturas induzidas pela infeccdo viral,

presentes no citoplasma ou nucleo das células infectadas. No
citoplasma, estas inclusbes podem estar representadas por
particulas virais, proteinas ndo estruturais ou alteracdes
celulares, ou mesmo uma mescla de todos eles. No nucleo, as

inclusdes podem estar relacionadas com o nucléolo, presentes no
nucleoplasma ou espaco perinuclear.

Contudo, diversas sao as limitacdes das técnicas
convencionais e histologia ultraestrutural para se identificar de

forma inequivoca os virions, a natureza de certas inclusbGes ou



mesmo a localizacdo de &acidos nucleicos envolvidos no processo da
infeccdo viral.

Diante destes aspectos, técnicas auxiliares como a
imunocitoquimica e a hibridizacdo in situ muitas vezes podem ser
capazes de solucionar estes problemas. A imunocitoquimica tem por
finalidade localizar proteinas através da identificacdo de sitios
onde se da a reacdo antigeno-anticorpo e sua visualizacdo através
de um marcador - o ouro coloidal. Ja a hibridizacao in situ,
consiste no fenSmeno do pareamento de bases entre dois acidos
nucleicos complementares, um dos quais se acha marcado e funciona
como sonda molecular.

Este trabalho teve por objetivo estabelecer um
protocolo basico para imunocitoquimica e hibridizacdo in situ de
virus e virdides de plantas, respectivamente em nossas condicgdes.
Os resultados de ensaios imunocitoquimicos com virus pertencentes
aos grupos tospovirus, potyvirus, rhabdovirus, ilarvirus,
tobravirus, tymovirus e potexvirus permitiram a deteccéo dos
antigenos de proteinas estruturais e ndo estruturais destes
virus demonstrando a consisténcia do método. A deteccdo de acidos
nucleicos pela hibridizacdo in situ permitiu a localizacdo de
RNAs do "avocado sunblotch viroid’-ASBVd nos cloroplastos

indicando a probabilidade de ser este o sitio de replicacdo deste

vird ide.



"IMMUNOCYTOCHEMISTRY AND in situ HYBRIDIZATION IN
ELECTRON MICROSCOPY - COMPLEHENTARY METHODS IN VIRUS AND VIROIDS
CHARACTERIZATION*®

Virology was one of the area of biological sciences
most benefited by the introduction of the electron microscopy as
a vresearch tool. Electron microscopy has an important role in
virus characteri zation, providing informations on particle
morphology and cytopatology. These data can help to complement
viral characterization, orient their taxonomy, and on the
praticai aspects contributing to the disease diagnosis. In this
context, plant virology was also strongly formed by electron
microscopy during progress.

Virus infected plant tissues observed in electron
microscopy may present typical cytopathic effects among which
the common is the appearance of inclusion bodies. These
inclusions can be formed by viral particles or structures
produced by the viral infection, and be present in the infected
cells cytoplasm or nucleus. These inclusions present in the
citoplasm <can be viral particles, non structural proteins or
cellular modifications or even a mixture of them. In the nucleus,
these 1inclusions can be related to the nucleolus, present in the
nucleoplasm or 1in the perinuclear space.

However, the conventional ultrastructural procedures
have several limitations to identify virions and the nature of
inclusions and to identify and localize virus related nucleic

ac ids.



Considering these 1limitat ions, complementary techniques
as immunocytochemistry and in situ hibridization has been
developed to solve part of these problems. The aim of
immunocytochemistry is the localization of viral proteins
detected by specific antibodies, and the sites of antigen-
antibody reaction are visualized by coloidal gold particles used
as markers. The 1iIn situ hybridization consists in the detection
of a given nucleic acid by its pairing with a complementary
strand (molecular probe), labeiled such way that it can be traced
indirectly with a colloidal gold traced marker.

The aim of the present studie was to establish a basic
protocol to apply immunocytochemistry and in situ higbridization
of plants virus and viroids, respectively under our conditions.
Immunoctytochemical assays were caried out with representatives
of tospovirus, potyvirus, rhabdovirus, ilarvirus, tobravirus,
tymovirus and potexvirus groups and permitted thus detection of
either structural and non structural viral proteins demonstrating
the sensibility of the method employed. On the the other hand,
in situ hybridization enabled the localization of the avocado

sunblotch viroid-ASBVd RNAs in the cloroplast indicating that

this organele may be the replication site of this viroid.
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