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a1 . RESUMO

0 objetivo do presente trabalho foi contribuir ao
conhecimento do mecanismo de resisténcia que a soja TIAC-2
apresenta ao virus do mosaico da soja (VMS). Este tipo de
resisténcia, embora nido impega a infecgdo pelo virus, se
caracteriza pela gradual remissaoc dos gsintomas, por
apresentar indices muito baixos de transmissi3o do virus pela
semente e tambeém pelos baixos indices de manchamento da
semente (mancha-café) causado pelo virus.

A resisténcia da s0ja IAC-2 diferse da normalmente
utilizada no melhoramento desta espécie, associada a genes
que conferem hipersensibilidade aoc VMS.

A sgoja TIAC-2 foi estudada comparativamente utilizando
como referencial a variedade Santa Rosa, gue apresenta
caracteristicas tipicas de guscetibilidade ao VMS. A
influéncia da temperatura sobre a resigténcia foi
especialmente considerada, comparando-se tratamentos de alta
(30-34°C) e baixa (20-24°C) temperatura. Foram analisados os
seguintes parametros: a. evolugdoc dos sintomas foliares em
diferentes temperaturas; b. concentra¢io de virus avaliada
atravées de MEIAD (microscopia eletrénica de imuno-adsorgio) ;
¢. citopatologia ao nivel de microgcopia eletrénica; d. loca-
lizag&o intracelular de proteinas virails através de imuno-

~citoguimica ({"immunogold"); e. localizagdao da catalase
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peroxisomal por citoquimica enzimatica; f. atividade da
catalase (EC 1.11.1.6) determinada por espectrofotometria e
g. atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) determinada paelo
taeste do guayacol.

Na variedade resistente IAC-2 foi verificado que  am
alta temperatura as areas verde-escuras do mosaico foliar
aumentaram sua superficie, acelerando a rgressdo dos
sintomas. Isto ndo aconteceu na variedade suscetivel Santa
Rosa. A concentrag@o de virus foi menor nas plantas mantida
em alta temperatura, mas esta diferenca s¢ ocorreu na
variedade resistente IAC-2. A concentragio viral nas Aareas
verde-escuras foili menor do gue nas verde-claras.

A associagho entre peroxisomas e inclusdes citoplasma-
ticas virais parece ser mais fregqlente na variedade
resistente IAC-2, especialmente na Jungio entre as A4reas
verde~claras e e@scuras do mosaico.

A atividade da catalase aumentou significativamente
por efeito da infecglo na variedade resistente. Na so0ja
suscetivel Santa Rosa a infecgdo sé causou aumento desta
atividade enzima&tica em alta temperatura, e em menor
Proporg¢do.

Na variedade IAC-2 em baixa temperatura, as areas ve-
rde~claras apresentaram menor atividade catalasica que as
escuras. Em alta temperatura a catalase n3o difere nas
areas do mosaico e fol wverificada correlacdo inversa
significativa entre atividade catalasica e concentragio de
virus. Em baixa temperatura nio houve correlagao.

Na soja resistente a atividade da peroxidase aumentou
por efeito da infeccéao tanto em alta com em baixa
temperatura e sua distribuigdo seguiu um padri3o inverso ao
da catalase: foi mais ativa nas A&reas verde-claras, gue
cont&€m mais virus. Nio foi detectada correlac¢cdo entre a

atividade desta enzima e a concentracdo viral.
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Para a interpretagio dos resultados é proposto um
esquema geral que & congistente com os resultados obtidos.
O peroxido de hidrogénio (uma das especies ativas de
oxigénio, EAQ) & produzido dentro do peroxisoma como um
subproduto da fotorrespiracio. O aumento no nivel de catala-
se, verificado experimentalmente, seria caugsado pela
infecgdo viral como parte de um macanismo defensivoe qgue
usaria as EAOs para obstruir a replicagdo do virus. A alta
temperatura causa aumento da fotorrespirag¢io, incrementando
a produgdo de perodxido de hidrogénioc, e provavelmente

outras EAOs, no peroxisoma. A maior disponibilidade de EAOs

resultaria numa mais eficiente oxidagio das inclusdes
virais, gue presume-se s80 estruturas replicativas do
virus. Isto resultaria numa queda mais rapida da
concentragdo viral e na aceleracgio da remissio dos
sintomas.

Os danos por oxidacdo nas inclusdes poderiam ocorrer
atraves de uma reagdo peroxidasica do complexo HapOa-ca-
talase (complexo I). OQutra possibilidade seria que o
complexo I liberasse outras EAOs, como o radical hidroxila,
de maior reatividade. Desta hipbétese surge a possibilidade
de que o excesso de catalase nos peroxisomas tenha como
fungso a de ser um reservatério de EAOs, que poderiam assim
ser utilizadas em diversos processos, entre eles a defesa
contra a infegdo viral.

A ac3o de EAOs sobre as inclusdes, conm fungdes na
replicagdoc viral, seria a causa da queda de concentraci3o de
virus verificada na variedade resistente. O menor nivel de
virus resultaria na remiss3o dos sgintomas foliares. Presumi-
velmente, a menor concentracgido de virus dificultaria a
invas8o dos primpérdios florais, o gque explicaria a menor

frequéncia de sementes com mancha-café e menor transmissdo
pela semente.




= . ABSTRACT

MECHANISM OF RESISTANCE TO SOYBEAN MOSAIC VIRUS OF
SOYBEAN CULTIVAR IAC-2

The soybean cultivar IAC-2 has a type of resistance to
soybean mosaic virus (SMV, potyvirus) that, though it does
not avoid the infection, induces a gradual remission of
symptoms. Moreover, this cultivar exhibits very low values
of virus seed transmission and also low indexes of seed coat
mottling. This type of resistance differs from the normally
used in soybean breeding, based on few genes that confer
hypersensitivity to SMV.

The TAC-2 soybean was comparatively studied, wusing the
cultivar "Santa Rosa" as the susceptibility reference. The
influence of temperature was assessed by comparing
treatments at high and low temperatures (respectively
30-34°C and 20-24°C). The parameters examined were: a.
evolution of foliar symptoms; b. wvirus concentration
determined by ISEM (immuneo sorbent electron microscopy); c.
cytopatholgy at the electron microscope level; d.

intracellular localization of viral proteins through
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immunogold methods; e. peroxisomal catalase localization by
enzyme Ccytochemistry; f. catalase (EC 1.11.1.6) activity,
determined by spectrophotometry, and g. peroxidase (EC
1.11.1.7) activity determined by the guayacol test.

The resistant cultivar IAC-2 at high temperature showed
an increase in size of the dark green areas, which
accelerated the remission of symptoms. This did not occur in
the susceptible cultivar Santa Rosa. The plants submitted to
high temperature had lower virus concentration, but this
difference was significant only in the resistant cultivar
IAC-2. The dark green areas contained lesser virus than the
light green areas.

The association of peroxisomes and virus induced
cytoplasmic inclusions appeared more frequently 4in the
resistant cultivar. This association was egspecially abundant
in the limits between the dark and light green areas.

The level of catalasic activity was significantly
increased as a result of SMV infection in the resistant
IAC-2 soybean. The susceptible cultivar Santa Rosa showed a
smaller increase 1in catalase activity and only at high
temperature.,

The light green areas of the IAC-2 cultivar showed lower
catalasic activity at low temperature. At high temperature
the two mosaic areas did not differ in this enzymatic
activity, but it was significantly correlated (inversely)} to
virus concentration.

Activity of peroxidase increased at low and high tempera-
ture and its distribution followed an inverse pattern to
catalase: peroxidase was more active in light green areas,
which contain more virus. However, no significant
correlation was detected between peroxidase activity and

virus concentration.

A general scheme is proposed for the interpretation of
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the results. Hydrogen peroxide (one of the active OXYEen
species, A0S) is produced within the peroxisomes ag a normal
by-product of photorespiration. The augment of catalase
activity, here demonstrated, would be elicited by the virus

infection as part of a mechanism which uses the AOS to

obstruct the virus replication. The high temperature
increases photorespiration, resulting in a greater
production of hydrogen peroxide and probably other AQS,
within peroxisomes. The greater availability of AOS would

result in a more efficient oxidation of the wvirus
inclusions, which are putative replicative structures. This
would result in a faster reduction of virus concentration,
followed by the remission of symptoms.

The oxidative damages in the virus replicative structures
may happen through a peroxidative reaction of H20z-cata-
lase (complex I). Another possibility would be the
generation of more reactive AOS, as the hydroxyl radical,
from the complex 1I. From this interpretation raises the
hypothesis that the large exceszs of catalase present in the
peroxisomes may function as a AOS reservoir, that would be
used in different processes, among them the defense against
virus infection.

The virus concentration would drop as a consequence of
oxidative lesions of the inclusions, and this would cause
the remission of foliar symptoms. Presumably the lower wvirus
concentration would be a factor for the poor invasion of
floral primordia, explaining the low frequency of seed coat

mottling and low seed transmission of the virus.




B . INTRODUQAOD

0O presente estudo analisa a relagdo virus-hospedeira
(virus do mosaico-~soja) num modelo que apresenta um tipo de
resisténcia diferente dos normalmente utilizados para melho-
ramento nesta espécie. O modelo ¢ especialmente interessan-
te, pois além de oferecer possibilidades experimentals, é
também de importancia econdmica e social. A soja € um produ-
to agricola com significativa participagdo nas exportagdes
brasileiras e constitui uma importante fonte de proteinas
para alimentafio humana, seja de forma direta ou indiretsa,
como forragens. Outro sub-produto desta leguminosa & tambén
© oOleo alimenticio, importante por ser o mais consumido no
Brasil, principalmente em fungio do seu menor custo.

O patégeno estudado, o virus do mosaico da soja, &
causador de perdas significativas em todas as regides
produtoras de soija do mundo, incluindo logicamente o Brasil
que e atualmente o segundo produtor mundial deste grio. Aleéem
dos danos que causa a cultura de soja, este virus & tambeém
uma ameaga potencial para a cultura do feijoeire. O virus do
mosaico da soja {(VMS} & membro dos potyvirus, hoje

considerado o maior grupo de virus fitopatogénicos.
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O fato deste virus ter-se espalhado pelo mundo todo &
devido & capacidade de transmissio pela semente, uma proprie-
dade infrequente entre os virus vegetais. O modelo esztudado

foi escolhido, Precisamente, pela propriedade da s0ja IAC-2

de, embora suscetivel a infecgio, apresentar indices muito
baixos de transmissio pela semente, Também tem sido
assinalada a menor proporgao de graos defeituosos (com

mancha-café) produzidos por esta variedade, em comparac¢io

com outras suscetiveis (COSTA et _al 1981) .




4. REVISAO DE LITERATURA

4.1, Importincia dos potyvirus.

Os potyvirus constituem o grupo de virugs fitopato-
génicos mais importante, tanto pelo numero de virus que
compreende como pela importancia scondmica das doengas a
eles associadas. Como grupo foi proposto em 1959 por BRANDES
e WETTER na descricio de doze grupos de virus alongados.
Neste +trabalho inicial os atuais potyvirus formavam os
grupos 10 e 11, caracterizados por particulas flexuosas de
730 e 750 nm (respectivamente os grupos 10 e 11) de
comprimento ("normal length"). O nome do Erupo, potyvirus,
foi dado em 1971 pelo sub- comité de virus de plantas do
ICTV (International Commitee on Taxonomy of Viruses)
formando uma sigla derivada do nome enm inglés do virus tipo:

"potato Y virus (HARRISON et al., 1971).

O numero de virus atualmente classificadoz neste ETUpo
varia muito, n3o tanto pela descoberta de novos potyvirus,
mas principalmente por nd3oc existirem critérios conclusivos
pPara considerar um potyvirus "virus" distinto de estirpe ou
patotipo. Assim, segundo HOLLINGS e BRUNT (1981} a lista é
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de 85 membros efetivos e 102 possiveis membros, entanto que
MATTHEWS (1982) conta 48 membros definitivos e &7 pessiveis.
FRANCKI et al (1985) inclui 237 definitivos e 105 possiveis
membros deste grupo e Por sua vez MILNE (1988) considera 79

membros definitivos e 105 possiveis membros. Estes dados

numéricos dao uma clara ideia da magnitude do grupo e das
dificuldades que sua classificagdo apresenta. Guanto a
importéancia econémica é suficiente examinar os trés exemplos
citados em seguida que demonstram 0 problema que os

potyvirus constituem para a agricultura
atualidade.

, no passado e na

O virus do mosaico da cana de acUcar {("sugarcane mosaic

virus "} tornou-se nas primeiras décadas deste século uma
causa importante de perdas na produgds de cana, en
praticamente todos os paises produtores de América. Este

potyvirus pode causar perdas de produgdo de até 70% nas
variedades mais sensiveis. A produtividade foi recuperada
pelo uso de hibridos tolerantes ao virug, mas o patdogeno
continua sendo endémico nas regides produtoras do centro-sul
do Brasil. Esta situacado obriga & manuten¢3o programas de
produgdo de material pPropagativo sadio, e & permanente
atengdc aoc nivel de toleriancia nag variedades novas
{MATSUOKA, 1982).

O virus do mosaico do mamoeiro ("papaya ringspot virus
isolate P") & outro potyvirus cuja importancia econdmica tem
crescido desde a década dos sessenta, ao ponte de impos-
sibilitar a cultura comercial do mamoeiro na regidc sul do
Brasil, onde & endémico (COSTA e MULLER, 1982).Este wvirus

causa manchas anelares nos frutos, mosaico foliar e poste-
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riormente torna as plantas improdutivas. As Aareas produtoras

continuam ameagadas, a pesar de terem-se deslocado para os
estados do norte (Bahia, Espirito Santo) para evitar o
virus. Na&o existe, até o presente, um meio eficiente de con-
trole para este virus. Os relatos de WANG et al. {1987} e
YEH et al. (1988) mostram que a prémuniza@éo ¢ uma solugdo
viavel para este virus em Taiwan. Os ensaios de premunizacgao
realizados no Brasil n3o tem dado os resultados esperados,
principalmente por falta de estabilidade dos isolados
fracos, utilizados como protetores (REZENDE e COSTA, 1987).
Outro potyvirus de importancia econfmica ¢ o virus do
mosaico comum da soja (VMS, "soybean mosaic virus"), objeto
do presente estudo, gque por ser transmitido através da semen-
te encontra-se espalhado em todas as regides produtoras do
mundo. Este virus, além de provocar perdas significativas,
que dependem da variedade e da época de infecgdo, deprecia o
produto final por causar a "mancha café" na semente. O
controle baseia-se no uso de variedades com certo grau de
toleréncia ou com hipersensibilidade (COSTA, 1877). O VMS
constitue também uma ameaga potencial para algumas
variedades de feijoeiro, dos grupos preto e rosinha que s3o
suscetiveis. As variedades de feijoeiro hipersensiveis ao
virus do mosaico comum do feijoeiro, outro potyvirus, reagem
também com hipersensibilidade a infecc@o pelo VMS. Este
virus pode causar lesdes locais necréticas e necrose
sistémica, sintomas semelhantes aos da "necrose do topo”,

moléstia causada pelo virus do mosaico comum do feijogiro
nestas variedades (COSTA 1987).
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4.2. Propriedades dosg potyvirus.

Todos os membros do grupo potyvirus compartilham

numerosas caracteristicas, algumas das quais s&0 exclusivas
do grupo. A forma e tamanho da particula wviral, base da
propogta original do grupo (BRANDES and WETTER, 1859), & sem
davida uma das caracteristicas mais importantes de todos os
potyvirus. A particula & alongada e flexuosa com 12-15 nm de
didmetro e comprimento modal de 750 nm. Embora exista certa
variabilidade no comprimento dos diferentes virus do ETupo,
MILNE (1938) considera que um comprimento modal
significativamente diferente desze valor pode permitir a
identificagio ao nivel de virus ou estirpe (isolado).
Na citopatologia induzida pelos potyvirus ha outra
Propriedade comum a todos os membros do grupo. Esta se
caracteriza pela formagsao de inclusdes citoplasmaticas
tipicas. As inclusdes s3o basicamente formadas por uma
lamela de natureza protéica, que forma trés tipos de estru-
turas: a. Os cataventos ("pinwheels") que s3o visziveis em
cortes transversais de inclusdes formadas por varias lame-
las, geralmente curvas, dispostas em forma de raios em volta
de uma area central. b. Og rolos, de forma cilindrica, onde
a lamela aparece enrclada como um pergamino. <. Inclusdes
laminadas, de aspecto rigido, formadas pela sobreposigiao de
varias camadas da lamela b&sica. A predominancia dos
diferentes tipos de inclusdes tem sido usada como base para
sub-dividir os potyvirus {EDWARDSON, 1974).

A grande maioria dos potyvirus =s&o transmitidos por
afideos, sendo raridades os potyvirus com outro tipo de
vetor: sdo conhecidos somente cinco transmitidos por &dcaros,

um pela mosca branca Bemisia tabaci e quatro por fungos

{MILNE, 1988) . A inclus3o destes virus com vetores nao

afideos entre os potyvirus ¢ legitimizada, principalmente,
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pela formac3oc dos caracteristicos cataventos no citoplasma
das celulas infetadas.

4.3. Composicdo quimica e replicacdo dog potvvirug.

As particulas dos potyvirus contém aproximadamente 5% de
RNA e 95% de proteina. O 4acido nucléico purificado por
eletroforese apresenta um peso molecular relativo (p.m.r.)
entre 3,0 e 3,5 x 10%. A proteina capsidial & formada por
subunidades constituidas POTr um unico polipeptideo de p.m.
r. 32-34 x 10®. Cada particula contem uma Gnica molécula
de RNA de aproximadamente 10.000 nucleotidios, protegida
pelo capsideo formado por cerca de 2.000 subunidades protéi-

cas. Estudos de tradug3o in vitro demonstram que o RNA gend-

mico é (+), ou seja que e funcional como RNA mensageiro,
sendo possivel sua tradugdo em diversos sistemas in vitro
(DOUGHERTY and HIEBERT, 1980 a,b,c}.

A partir dos estudos de tradugdo do RNA viral in vitro
tem sido proposta uma estratégia de expressio do genona Jue
seria similar & que ocorre na planta hospedeira. Segundo es-
tes trabalhos o RNA dos potyvirus seria traduzido como se
fogsse um vnico gene, produzindo uma poli-proteina que & ra-
pidamente fragmentada, através de um processo proteolitico
de clivagem, originando as proteinas virais "maduras"
(DOUGHERTY and CARRINGTON, 1988). A fungdo de algumas destas
proteinas & conhecida, como no caso da proteina capsidial.
Mas a fungdo de varias das proteinas produzidas pelo virus &
86 presumida ou desconhecida.

Uma das vantagens dos pPotyvirus para este tipo de estudos
¢ que, além da proteina da capa viral, também as proteinas
das inclusSes podem ser purificadas e portantoe identificadas

através de anticorpos esgpecificos como produtos do genoma
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viral (DOUGHERTY and HIEBERT, 1980b). Trabalhos mais

recentes tém demonstrado que a atividade proteasica que

divide a poliproteina ests localizada nunma fragido ("domain"™)
desta: a que & liberada com um p.m.r. de 49 K e forma parte
da inclusdo nuclear de alguns potyvirus como o TEV ("tobacco

etch virus") (CARRINGTON and DOUGHERTY, 1987).

A utilizagdoc de técnicas de engenharia genética para
produzir poliproteinas com seqléncias modificadas nos
pontos de clivagem, e utilizadas como gubstrato para a pro-
teinase 49 K, tem permitido identificar a seqgléncia de 7
aminoacidos que é reconhecida pela enzima, e determina o

ponto de fragmentacgio da poliproteina (DQUGHERTY and
CARRINGTON, 1988).

4.4. Tipog de resposta a infeccdo por potyvirus.

A interag¢ido entre planta e virus pode resultar numa
diversidade de respostas, cujos nomes variam muito entre
diferentes autores. Na tabela 1 sio apresentadas algumas das
denominagdes dadas a fendmenos similares 2m c¢inco revisdes
recentes.

Curiosamente & na denominagio de hipersensibilidade, uma
resposta que n3oc corresponde a nenhum dos extremos da
escala, onde mais concordam estes autores. Embora KASSANIS
(1981), outro autor de relevancia, considere o termo
enganoso ("misleading") porque implicaria que a localizac3o
do wvirus ¢ consequéncia da necrosge, & seguramente o termo
mais aceito na literatura.

Em alguns casos a diversidade de conceitos nado &
refletida pelos nomes dados a cada tipo de resposta, mas
pelo processo ao qual o autor atribui essa reszposta. Assim
por exemplo ATABEKOV & DOROKHOV (1884) atribuem especial
importancia aos processos que dificultam a distribuicdo do

virus na planta, ao passo que PONZ e BRUENING (1986) dio
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Tabela 1. Terminologia usda por cinco autores para deno-
minar fendmenos semelhantes na relag¢io virus-hospedeira

Fendmeno

benominag¢Xo

AUTORES

Insuscetibilidade

Resisténcia extrema

Resisténcia celular

Imunidade

Imunidade total

II

Resisténcia facultativa

Infecgfo altamente
iocalizada

InfeceXZo subliminal

II1

Hipersensibilidade

Iv

Insengibilidade

Tolerancia

Baixa suscetibilidade

Suscetibilidade
Suscetibilidade total

Infecgio zistémica

A: VAN LOON,
B: ATABEKQOV
C: PONZ and

1983.
and DOROKHOV, 1984.
BRUENING, 1986,

D: GOODMAN et al., 1986.
E: ZAITLIN

and HULL,1987.
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maior eénfase & limitacdo da replicagdoc wviral. GOODMAN et
al.(1986) baszeia a descrigdo de cada categoria na capacidade
de multiplicag3o do virus e na intensidade dos sintomas
{(Tabela 2).

Na concepgdo destes autores uma planta & 'suscetivel’ =z
um virus quando éste induz sintomas claramente reconheciveis
e se multiplica ativamente. No caso da resisténcia ag
respostas s8o0 mais diversas: a. Se o virus se multiplica
ativamente mas induz sintomas fracos, seria um caso de
‘tolerancia’. b. Quando o virus tem sua distribuicio dificul-
tada, ficando restrito numa Area que pode formar uma les3o
necrotica, € uma resposta de ‘hipersenszibilidade’. ¢. Pode
tambem ocorrer invasdo sistémica da planta, mas com
manifestagio de sintomas fracos e uma concentragdo relativa-
mente baixa do virus, & o cazo de 'baixa suscetibilidade-

que levado a um grau extremo constituiria 'imunidade’.

Tabela 2. Caracterizagio dasg respogtas 4 infecgdo viral

segundo GOODMAN et al. (1986)

RESPOSTA SEVERIDADE MULTIPLICAGAQ
DOS SINTOMAS DO ViRUS
Registéncia:
Imunidade - -
Hipersensibilidade b ¥ +4 ¥
Baixa suscetibilidade - + -
Tolerancia +— ++
Suscetibilidade 4+ 4

* Se refere a area da lesio.
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E evidente que todas as classifica¢Bes propostas dependem
de parametros relativos, pelo qual nem sempre ¢ pogsivel
colocar uma resposta a infecgdo viral dentro de uma deter-
minada categoria. Por exemplo a conceituagio de variedade
resistente a un determinado virus dependera, nao sé de suas
proprias caracteristicas, mas também das propriedades das
outras variedades disponiveis. Assim por exemplo, no caso de
que a moléstia tenha baixa incidéncia nas variedades
normalmente cultivadas, uma nova variedade gue apresentasse
30% de incidéncia seria consiterada suscetivel (nao
resistente}). Mas se a doenga tiver alta incidéncia, préxima
a 100%, uma variedade com 30 % de incidéncia seria considera-
da resistente.

Uma proposta bastante interessante & a de COOPER e JONES
(1983) para uso de termos relativog a diferentes tipogs de
resgpostas de plantas 3 infecgdo por virus. O diagrama que
estes autores propoem ¢ bastante adequado para definir cada
termo (figura 1, abaixo). A proposta de COOPER e JONES visa
evitar a ambigdidade do termo "suscetivel", qgque tem sido
utilizado em sentidos bastante diversos: como contrario de
imune, como qualificativo da facilidade de infecgdo de uma
planta, como descrigio da prevaléncia de uma doenga numa
populagido e também como indicador da severidade de uma
doenga numa planta. Para isto propoem a substituigdo do
termo por "infectavel" que, como antdénimo de imune, sé6 tem
um significado possivel: que a planta pode ser infetada pelo
virus. As propostas destes autores foram questionadas
(TAVANTZIS, 1984) e ao menos quanto ac uso deo novo termo,
ndo tem sido observado na literatura de lingua inglesa.

No diagrama da figura 1 sio geparados dois aspectos: a)
comportamento do virus (na interagdo com a hospedeira) € b)

res- posta da planta quanto a manifestagdo da doenca. O
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primeiro aspecto € descrito pela escala de suscetibilidade-

resisténcia, ao passo gue o segundo pela de sgensibilidade-
toleréncia. Neste esquema a resposta hipersensivel seria um
dos tipos de resisténcia onde € limitada a movimentagdo do
virus, numa planta ou numa populagdo. O modelo da soja
IAC-2/VM53 seria um caso também de um tipo de resisténcia

observado numa planta "infectavel”™, mas que restringe alguma
das fungdes do virus.

Resposta da planta a inoculagio

INFECTAVEL / \ IMUNE
{"infectible") {planta nd3c hospe-

{planta pode ser deira, n3o pode ser
infectada) infectada)
SUSCETLiVEL RESISTENTE
Compor- {o virus infecta, Gama (o virus tem sua in-
tamento replica ou invade de fecgio, replicagio
do sem restrigies) comporta- ou invasdc restri-
virus mento do tas)

virus

SENSiVEL TOLERANTE
Respos- (a planta reage Gama (efeito na planta &
ta da severamente) de pequend ou nulo)
planta respostas

W
Figuraura 1. Diagrama proposto por COOPER = JONES (1983) para
diferenciar os termos usados para designar regpostas de
plantas a infecgdo viral.
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A falta de unanimidade quanto a terminoclgia n3o parece
ter solugdo através da criagdo de novos termoz. Uma alterna-
tiva & utilizar qualificativos para os termos ja aceites, a

fim de eliminar possiveis erros de compreenso.

4.4.1, IMUNIDADE

O termo imunidade & utilizado em geral em fitopatologia
com © significado de resisténcia extrema e nioc no sentido de
resisténcia induzida por infecgio prévia ou  outrosg
tratamentos na planta. Conceitualmente uma planta € imune a
um virus quando ela ndo & hospedeira, ou seja ndo permite a
replicagdo do virus. Esta definic¢d3c, aparentemente simples,
implica que existem mecanismos de reconhecimento que determi-
nam sSe um organismo ¢ hospedeiro ou n3o de um determinado
virus. Isto ocorre com os virus ‘animais e bacteriéfagos,
atraves de receptores especificos (LURIA et al. 1978). A
maicoria das plantas n3oc s3o hospedeiras para a maioria dos
virus, e por sua vez a maior parte dos virus vegetais estio
limitados a poucas espécies de plantas hospedeiras. A
resposta de imunidade seria a mais comum, se tomarmos ao
acaso combinagdes virus-hospedeira.

Hoje ¢é praticamente aceito gque a infecg8o de uma planta
por um virus nido ¢ determinada por receptores especificos,
ou seja que as primeiras fases da infecgdo (adsorgido e
penetrag&o) nio parecem ser de importéncia determinante no
processo (SHAW, 1985, ATABEKOV and DOROKHOV, 1984} . Duas
linhas de pesqguisas evidenciam gue a infecgdo ¢ detida numa
fase posterior, envolvendo um mecanismo mais complexo: a) os
trabalhos visando detectar as formas iniciais de replicagio
viral em folhas inoculadas mecanicamente, e b) o8 estudocs

sobre replicagdo de virus em células isoladas.
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KIHO gt al. (1972, in SHAW, 1985) inocularam mecanicamente
™MV, cujo RNA gendmico foi marcade com B=p, em plantas nas

gquais ndo & detectavel a multiplicag3c deste virus. As
analises demonstraram que o RNA parental marcado aparece
associado a ribosomas, pouco tempo apds a inoculagdio, da
mesma maneira que ocorre em fumo suscetivel ao TMV. SHAW
{1985) interpreta estes resultados como evidéncia de que o
processo de expressdo dos Eenes virais se inicia praticamen-
te em qualquer célula vegetal.

O uso de protoplastos, ou seja célulag isoladas e
desprovidas de parede celular, tem levado a conclusdes que
confirmam as observagdes de KIHO: em geral células vegetais
individuais s3o capazes de replicar praticamente gualquer
virus (VAN LOON, 1983). Um dos trabalhos que dic suporte a
esta afirmagido ¢ o de BEIER et al. (1979) demonstrando que
mais de 50 linhagens de caupi (Vigna unguiculata) considera-
das ‘imunes’ ao virus do mosaico do caupi (VMC, “"Cowpea
mosaic virus™, comovirus), fornecem protoplastos que multi-
plicam o VMC, na mesma medida que os protoplastos de caupi
suscetivel. HUBER et al. (1977) comprovaram que protoplastos
de fumo, planta imune aoc VMC por inoculagdo mecanica, podem
ser infectados pelo VMC & a quantidade de virus produzido &
similar & obtida em pProtoplastos de caupi suscetivel.

Estes resultados levam a afirmar que suscetibilidade & =a
regra em células isoladas , mais do que imunidade ou resis-
téncia (VAN LOON, 1883) . Por outro lado as evidéncias
experimentais quase tornam o conceito de imunidade uma abs-
tragao, uma vez que na verdade até a planta imune inicia o
processo de replicagao viral, embora a invas3o seja evitada
pPor mecanismos provavelmente similares aos de outras formas

de resisténcia.
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A expressdo da imunidade ao nivel de celula isoclada ou ao
nivel de folha inoculada mecanicamente € o critério usado

para diferenciar dois tipos de resposta, cujos nomes variam

de acordo com o autor: resisténcia extrema/ resisténcia
facultativa (ATABEKOV and DOROKHOV, 1984); resisténcia
celular/ resisténcia operacional ocu infecgdo altamente

localizada para PONZ e BRUENING {1986), aoc passo que ZAITLIN
e HULL (1987) chamam imunidade total e infecgd3oc subliminal.
Um exemplo bem estudado que se aproxima muito ao conceito
inicial de imunidade ¢ o fenémeno descrito por BEIER et al.
(1979} na variedade Arlington de caupi, gque pogsui
resisténcia operacional ao virus do mosaico do caupi. Os
protoplastos desta variedade nio rultiplicam o wvirus do
mosaico do caupi, apresentando portanto também resisténcia
celular, além da operacional. Sio pouces os exemplos citados
na literatura que demonstram a ccorréncia de imunidade ao
nivel celular, o que leva a conclusdo de que embora ao nivel
da planta inteira a imunidade seja a situagdo mais comim, ao

nivel de celulas isoladas, ou protoplastos, & uma raridade.

4.4.2. HIPERSENSIBILIDADE

A hipersensibilidade consiste na
localizagdo da infecg3o viral na area proxima ac ponto de
entrada do virus. Difere do conceito de imunidade no fato de
permitir a replicacdo do virus e a invas3o das células
vizinhas, mas impedindo a sistematizagdo do virus. A invas3o
localizada pode ser acompanhada por necrose dos tecidos,
formando les3es locais. & importante destacar que a necrose,
embora seja uma caracteristica tipica da hipersensibilidade,
nd3o é condigdo indispensavel para que o virus fique restrito

& Aarea da lesio. Alguns autores consideram gque o sintoma de
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necrose e a resisténcia devida & localizagd3o estdo tiao

intimamente associados que devem ser considerados praticamen-
te um Unico processo (PONZ and BRUENING, 1986). Mas em geral
na literatura s30 analisados como fendmenos independentes
(KASSANIS, 1981, VAN LOON, 1983), inclusive porgue existem
exemnplos onde a localizacao OCOTrrea mesmo com  losdag
cloréticas, ou sem gue seja visivel qualquer tipo de les3o.
Outro fato que comprova a independéncia dos dois processos &
a observagdo de particulas virais fora da regi3o necrética.
Uma propriedade bastante util na experimentagio, manifes-
tada em vArios sistemas hipersensiveis ¢ a sensibilidade a
temperatura. Como regra 8eral as altas temperaturas tornam
menos eficientes os mecanismos de localizagd3o do virus, mnas
o efeito sobre o processo de necrose nao € igual para todos
o8 sistemas virus/ hospedeira. No caso de fumo (Nicotiana
tabacum L.) portador do gene N

v Qque confere hipersen-
sibilidade ao TMV, tanto a reagao de localizag3oc como a de
necrose dque se manifestam a 22gC degaparecem a 32°C (VAN
LOON ,1983). Ou seja que fumo hipersensivel & invadido sigtée-
micamente por TMV se mantido a temperatura de mais de 28gC.
Retornande a planta a 228C, é restabelecida a resposta de hi-
persensibilidade, que em caso de invasdo sistémica intensa
desencadeiar4 a necrose massiva da planta.

Em fumo com o gene N tem sido demonstrado gue além da
reagao localizada ¢ tambénm induzido um fenémenoc conhecido
como resisténcia sistémica adquirida, que também pode ser
desencadeada pela infecgdo prévia de outro tipo de patégeno,
como bactérias ou fungos. Este tipo de resisténcia implica
na existéncia de algum tipo de "sinal™ Que se movimentaria
na planta e dispararia a indugdo da resisténcia nasg partes
ndo inoculadas. A natureza desse sinal n3o ¢ conhecida, mas

provavelmente as citocininas egtejam envolvidas {(COODMAN et
al. 1986} .
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Em diversas espécies a infecgdo por virus & acompanhada
da sintese de varias proteinas, conhecidas como PR
{("pathogenesis related"), codificadas pela planta hospedei-
ra. A indugdo daz PR, ou seja a estimulagido de sua sintese,
nao e virus-especifica podendo ser causada por extratos de

fungos ou bactérias e uma diversidade de compostos guimicos,

como acido poliacrilico ou aspirina (VAN LOON, 1983). Embora
KASSANIS (1981) chame astas proteinas de "resigstance-
-assoclated proteins"”, o envolvimento das PRs na resisténcia

gsistémica adquirida n3oc & um ponto aceito por todos os
autores (ZAITLIN and HULL, 1987).

Outro modelo de hipersensibilidade bastante estudado &
feijoeiro/TMV, que reage de maneira diferente do fumo 4
variagdc de temperatura. Tratamentos de alta temperatura
tornam visiveis as lesdes locais, cujo diametro aumenta
proporcionalmente 3 duragdo do tratamento (GOODMAN et al.
19861} .

A  hipersensibilidade do feijoeiro ao virus do mosaico
comum (VMCF, "bean common mosaic virus'", potyvirug) &
conferida pelo gene dominante I (também denominado gene de
registéncia tipo "Corbett Refugee") (ALI, 1850). Neste
modelo a temperatura alta favorece a aparigaoc de necrose e
facilita a invas3o sistémica da planta, diferentemente do
sistema fumo/TMV. A temperaturas amenas (20-25 °C) nd3o ha
sintomas locais nem invas3o sisté@mica. Ou seja gue nestas
condigdes a restrigio da infecgdo viral chega a ser tao
rapida e eficiente que n3o ha sintonas perceptivelis de
necrose. Este caso seria um exemplo do que ZAITLIN = HULL
(1987) chamam de infecg3o subliminal. O que diferencia esta
resposta da imunidade € a aparicioc de lesdes com tratamento
de alta temperatura apés a incculagdc. Dependendo do isoclado
do wvirus, da temperatura = da duragdo do tratamento pode

ocorrer invasio sistémica, gue provoca a "necrose do topo”
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(necrose da ponta de crescimento e morte da planta). Alguns
isolados do virus do mosaico da goja (VMS) induzem a reagio
hipersensivel, até de maneira mais consistente que o VMCF,
{BIANCHINI e COSTA, 1981).
As fontes de resisténcia ao VMS mais usadas em soja sao
do tipo hipersensibilidade. Estas fontes, embora apresentanm

bagtante varia¢do quanto a resposta a diferentes isclados de

VMS, seriam condiciconadas por alelos de dois unicos genes
dominantes e um recessivo (MAURY,1985). Algumas destas
fontes, principalmente a derivada da variedade Ogden, tem

sido usadas no melhoramento da soja no Brasil. Este é o caso
das variedades IAC-9 e IAC-11,  hipersensiveis ao VMS,
desenvolvidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas (COSTA e
MIRANDA, 1987).

Em geral a resisténcia por hipersensibilidade & tida como
menos sujeita & aparicgio de novas egtirpes do virus, capazes
de gquebrar este tipo de resisténcia. Mas no cazso da soja tem
gido relatado um caso de severos danos numa variedade
considerada resistente (hipersensivel), atribuidos ao uma
estirpe necrética do VMS isolada na Coréia {CHO and GOODMAN,
19795 . E possivel que nos paises orientais, além da mailor

variabilidade do wvirus, ocorra também maior quantidade de

hospedeiras alternativas, aumentandoe assim a pressio de
indculo.

A  hipersensibilidade nao se manifesta em ceélulas
igeladas, da mesma maneira que a imunidade, sendo possivel

multiplicar virus em protoplastos de prlanta hipersensiveis
embora em quantidades limitadas (PONZ and BRUENING, 1986).
Em calos de fumo N infectados com TMV ocorre formagio de
lesdes necréticas (BEACHI and MURAKISHI, 1971).

O fato de a imunidade & a hipersensibilidade sé se mani-
festarem em tecidos, e nido em células iscladas, reforga a

idéia de que estas formas de reisténcia baseiam-se egszsencial-
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mente na restrigdo da passagem do virus de célula para
célula.

Na movimentag¢io do virus na planta, deve se diferenciar
dois processos distintos. Um é o movimento de celula para
célula, atraves dos plasmodesmas, que compreends 08 casos de
traslocagdo em curtas distancias. O outre & o transporte do
virus através do sistema vascular da planta, Jjunto com
diversas sustanciag que s8o0 translocadas pelo f{loema,
geralmente por distancias longas.

Nos dltimos anos tem-se acumulado evidéncias gque indicam
que a movimentagdo do virus, de célula para celula, £

controlada por uma proteina codificada pele seu proprio

genoma. Esta proteina de movimentagdo ("movement protein')
tem side identificada em varios virus, como o TMV, mosaico
da alfafa e mosaico da couve flor {caulimovirus). Para
muitos outros virus tem sido proposto, embora com menos

evidéncias gue para og citados acima, © possivel envolvimen-
to de alguma das proteinas virais na movimentagdo de célula
para célula (HULL, 19838). Além da proteina de movimentagio,
codificada pelo préprio virus, também fatores da planta
hospedeira afetam a invasio sigtémica. Unm aspecto interessan-
te deste processo € que a passagem de célula a célula nao
ocorreria na forma de virion. O movimento através dos plasmo~

desmas seria na forma de uma ribonuclecproteina especifica

para esse fim (ATABEKOV and DOROKHOV, 1984). Em alguns
grupos a movimentagdo seria na forma de particulas virais
completas, COme no <caso dos caulimovirus e comovirus. A
passagem de caulimovirus atraveés dog plasmodesmas foi

claramente demonstrada por KITAJIMA e LAURITIS (1969). Nos
comovirus €& comum a observacdo de estruturas tubulares
contendo particulas virais gue se comunicam com os plasmodes-
mas (FRANCKI et al. 1985). a proteina da capa viral teria

também algum papel na invasdo do virus, principalments emn
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longas distancias (via floema), mas nio necessariamente
formando parte da particula viral (HULL, 1989).

A maneira pela qual estes fendémenos se relacionam com os
mecanismos de resisténcia ¢ ainda um assunto ndo esclarecido

porem, em estudo em varios laboratérios no mundo.

4 .4.3. RESISTENCIA

Socb a denominacdo genérica de resisténcia sio incluidos
fendmenos bastante diversos, que t&m em comum a reducioc dos
efeitos negativos da infecgdo viral. Assim se diz corren-
temente que uma variedade & resistente a um determinado
virus se a mesma ndo manifesta sintomas, ou s& a pesar de
manifestar alguns sintomas sua produgdo & praticamente nor-
mal. A procura de novas variedades mais resistentes a virus
tem sido em geral orientada prioritariamente para as formas
de resisténcia que impedem o estabelecimento do virus, ou
geja Imunidade e hipersensibilidade. Como segunda opgdc ténm
sido usados genes que comferem "resisténcia” lato sensu, ou
seja que dificultam ou impedem o desenveolvimento da doenga.

Considerande tolerancia como uma resposta da planta, nao
relativa ao comportamento do virus (COOPER and JONES, 1983),
pode existir uma gama de variac3o entre a resposta severa
(sensibilidade) e a de tolerancia, onde o efeito na planta e
pouco aparente.

Dentro do f{fendmeno de tolerancia existe consideravel
variabilidade quanto & concentracio e digtribuigdo do wvirus.
Levando em conta a concentragio do virus e a intensidade dos
sintomas, GOODMAN et al. (1986) chamam os casos de sintomas
fracos de baixa suscetibilidade, gquande & baixoe o conteldo
de wvirus, de toler8ncia quando o virus atinge a mesma

concentragdo gque nas plantas suscetiveis (tabela 2). Unm
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aspecto importante da tolerancia € que a planta infecatada

deve tambem crescer e produzir em niveis similares aos da
planta sadia. VAN LOON (1283) utiliza s} termo
"insensibillidade” comce sindnime de toler&ncia, mas este
ultimo &€ o termo mais usado na literatura em geral.

Na pesgquisa basica sobre formas de resisténcia também tem
sido dada prioridade A resposta hipersensinvel & imune, a
julgar pelo numerco de trabalhos publicados. Pouca atengdo
tem merecido a tolera&ncia embora na pratica do melhoramento
vegetal tenha sido, @ ainda &, largamente utilizada para
contornar as perdas causadadas por diversos virus.

A diferen¢a essencial entre a resposta tolerante e a
imune ou hipersensivel & gue na primeira n&c ha limitagdo da
infecgdo wviral & célula ou Area inecculada, permitindoe a
invas&o sistémica da planta. Ou seja que no caso da tolerin-
cia a infecgloc ndo ¢ blogqueada nas fases iniciais do proces-
so patogénico (penetragio e inicio da replicagdc), e aparen-
temente ndo ha restri¢des & movimentagdo do virus nos teci-
dos inicialmente infectados.

A planta tolerante, embora invadida sistemicamente,
continua com suas fungdes biolébgicas normais mesmo contendo
niveis de virus as vezes iguais aos da planta suscetivel.
Contudo, deve considerar-se gque invas3o sistémica da planta
ndo significa que o virus esteija presente em todas suas
células nem que a distribuig¢io do virus seia homogénea em
todos seus Srgdoz e tecidog.

Algumas desvantagens tém gido assinaladas para as formas
de tolerincia gque permitem alta concentragdo de wvirus,
dentre elas a mais importante &, sem duvida, a de constituir
um reservatorio de virus, o que representa uma ameaga para
outras espécies suscetiveis. Isto pode ser ou n3c um fator
importante dependendo da exist@ncia de outras fontes de
inbdculo mais eficientes, mas em geral & desejavel a incorpor-

agdo de genes que restringem a replicacdo do virus.

e
; UNigcamp ;
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Em alguns casos a resisténcia do tipo tolerincia com
limitagdc da replicac3o viral, se manifesta inclugsive em
células isoladas, ou seia protoplastos cultivados in vitro.
Um exemplo disto & o gene que confere "resisténcia" ao virusg
de mosaico do pepino {VMP, "cucumber mosaic virus",
cucumovirus) na variedade Kyoto 3'. Os protoplastog obtidos
de plantas com este gene, guando infectados in vitro com o
VMF contém menos virus por célula que os de uma variedade

suscetivel, e o numero de células infectadas & também menor
(GOODMAN et al. 1986) .

Em tomateiro umaz das formas de controle do TMV & o gene
Tm~-1, gque em materiais homozigotos inibe em 90-95% a
acumulagdo do virus. Em plantas heterozigotas a inibigdo e
de 65-75%, mas em nenhum dos casos ha manifestagio de sinto-
mas. Os protoplastos de plantas homozigotas para Tm-1 ndo
sdo infectados por TMV, ao passo que os de heterozigotas g390
infectadas em 1% e os de plantas suscetiveis em 61%. Isto
indica qgque o gene confere aos protoplastos propriedades que
restringem a replicagdo viral, embora sem chegar a impedi-la
{GOODMAN et al. 19886)

Outra forma de resisténcia que nioc envolve a localizagdo
do wvirus no ponto de entrada na pPlanta &€ a gque VAN LOON
(1983) denomina de "exclusdo do virus". Este fenfmeno &
observado em alguns mosaicos, onde parte do tecido foliar
parece coconservar suas caracteristicas normais. E=stas partes
formam as chamadas ilhas verde-escuras que ficam rodeadas
por tecidos verde claro ou amarelo. O tecido verde escuro
parece crescer normalmente, enquanto o verde claro cresce
menos, formando-se uma "bolha" ou ilha de tecido foliar
verde-escuro. Nestas ilhas verde-escuro tem sido demostrado
que a concentragao de virus & muito baixa, em alguns casos

guase inexistente, em contraste com o alto contetdo de virus

na area verde clara.
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Existem diferentes interpretacdes deste fenbmenoc, mas a
pogsibilidade de gque seia devido a mutagdo d= células
foliares, gue por segregacgio formariam ilhas resistentes,
tem sido excluida pelos testes de regeneragao de plantas dos
tecidos da ilha verde-escuro. Cerca de 50% das plantas
regeneradas das ilhas verde-escuras, de plantas de fumo
infectadas com o virus do mosaico {TMV}, estavam livres de
virus. Esta plantas 30 suscetivei=s a nova inoculagdo,
embora apresentem certa resisténcia transitéria {(MURAKISHI
and CARLSON, 1976).

MATTEWS (1981) considera que o mosaico € determinado no
meristema apical, de onde ja seriam diferenciadas as Aareas
verde-~claras e escuras. Mag a distribuig¢do final do wvirus
nas areas seria também influenciada por um fator difussivel,
gque produzido nas areas verde-claras chegaria nas ilhas (ou
"bolhas™) verdes onde tornaria os tecidos resistentes a
invagsdo do virus (MURAKISHI and CARLSON, 1976).

Outra pogsibilidade & que nag ilhas ocorra a replicacdo
preferencial de uma estirpe fraca do virus, gque protegeria
contra a forma forte das partes verde claro. Uitlizando este
raciocinioc REZENDE et al. (1982) conseguiram isolar estirpes
fracas de um potyvirus, o virus do mosaico do mamoeiro. E
possivel que a formagio das ilhas verde-escure possa ocorrer
por mais de um mecanismo, em diferentes modelos.

O modelo escolhido para o presente estudo se encontra
dentro da categoria de resistente: a soja IAC-2 ¢é& susceti-
vel, no sentido que ela & infectada pelc VMS, mas apresenta
caracteristicas de redugdo de sintomas, como a mancha-cafe,
e indices de trasmissibilidade pela semente extremamente
baixog. (COSTA, et al. 1981). Isto torna este material de
interesse para o melhoramento, pois poderia servir de base

para a obter combinag¢des de outras formas de resisténcia com

a baixa transmissio pela semente.




.30.

4.4.4. SUSCETIBILIDADE

Como representado na tabela 2, na relagic de suscetibi-
lidade ocorre clara manifestacdo de sintomas © o virus se
multiplica ativamente. Uma caracteristica egzsencial da sus-
cetibilidade na classificacfo da tabela 2 & a invasio sisté-
mica da planta hospedeira, com manifestacdo de sintomas in-
clusive nas partes mais novas gque vio desenvolvendo-se.

No caso do uso deste termo como proposto por COOPER e
JONES (figura 1), a caracteriética principal da suscetibili-
dade seria a de que o virus infecta e invade a planta s=em
maiores restrigdes, independentemente dos sintomas que a
planta apresentar. Se estes forem severos seria o caso de
uma planta sensivel, e se n3o houver guase nanifestagdo de
sintomas geria tolerante.

O fenSmeno que ZAITLIN e HULL (1987) chamam cde
suscetibilidade total, onde a maior parte das células da
hospedeira sio infectadas, ¢ um fendmeno raro ja gue a
maior parte das plantas apresenta alguma forma de resistén-
cia & infecg3o. Plantas suscetiveis apresentam fendmenos
como recuperagdo, formag3o das ilhas verde-escuro citadas
acima, e casos de virus (notadamente oz luteovirus e gemi
nivirus) que estdoc restritos aos tecidos floematicos.

Comc apontado por PONZ and BRUENING {1886) =& invasao
sistémica caracteristica da suscetibilidade e importante
como ponto de referéncia, Jja que a maioria dos termos empre-
gados (resisténcia, restricdo, etc. ) s3c inerentemente
comparativos.

Alguns potyvirus tém a intensidade dos sintomas
afetada pela temperatura: eles se tornam mais severos em
condigles de baixas temperaturas (20 °C). Em condicgdes mais

quentes {(acima de 25 °C) a infecgio ocorre com menor severi-
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dade, podendo chegar a tornar-se asintomatica a tenperatu-
ras mais altas. Ezte fenfémeno tem sido reportado em =s80rgo
infectado com o "maize dwarf mosaic virus", em soja com o©
virus do mosaico comum da soja (HOLLINGS and BRUNT, 1981) e
também em mamoeirc infectato com o virus do mosaico ("papa-
ya ringspot virus") (REZENDE e COSTA, 1987). Como esta res-
posta € também influenciada pelo genoma da hospedeira, pode
ser considerada uma forma de resisténcia.

C modelo da soja IAC-2, estudado comparativamente no
presents trabalho, apresenta caracteristicas de baixa trans-
migssd3o do VMS pela semente, escassa formacdo de sementes
com mancha-café e o8 sintomas de mosaico s3o enm geral menos
intensos principalmente em condigdes de alta temperatura.
Neste modelo ¢ estudada a resposta a infecglo pelo VMS em
diferentes temperaturas, ao nivel de citopatologia, altera-
¢oes da concentragdo de virus e de atividade de enzimas 1li-
gadas & desativagio de formas téxicas de oxigénio. O objeti-
vo geral deste estudo & contribuir para a compreensic do me-
canigmo de resisténcia que difere claramente dos tipos de
resisténcia de hipersensibilidade, utilizados ate hoje para
0 melhoramento genético desta espécie. Tem sido defendida a
importadncia de incorporar resisténcia a transmissio pela
semente a variedades resistentes por hipersensibilidade
(COSTA et al. 1981), mas isto & limitado pelas dificuldades
técnicas para testagem. Um dos possiveis resultados do me-
lhor c¢onhecimento dos mecanismos envolvidos na resisténcia
2 transmissdo pela semente seria um método para avaliar

esta forma de resisténcia em plantas sadias, portadoras de

hiper=zensibilidade aoc VMS.
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5 . MATERIAIS E METODOS

5.1. Plantas hospedeiras e virus.

O modelo para estudo comparativo das regpostas &
infecgdo por VMS foi composto por uma variedade com
caracteristicas de resisténcia, a variedade TaC-2, e por
outra altamente suscetivel, a soja Santa Rosa. As duas
variedades de soja foram obtidasz no Instituto Agronbmico de
Campinas. A soja Santa Rosa, designada por L-326 antes do
seu langamento, foi obtida por S. Mivasaka € L.F. Willians
em 1958 e distribuida aos produtores em 1963 (MIRANDA et
al. 1982). Esta variedade apresenta resisténcia as bacté-
rias Xanthomonas phaseoli, causadora da pustula bacteriana,

€ Pseudomonas tabaci agente da doenca conhecida como “"fogo

gevagen”. £ resistente também ac nematdide de galhas
(Meloidogvne javanica). A variedade Santa Rosa foi muito
cultivada em todo Brasil mas atualmente tem sido

substituida por wvaridades menos exigentes quanto a foto-
periodo (MIRANDA, M.A.C., comunicagio pessoal). Com relagio
ao virus do mosaico da s0ja,esta variedade & muito sus-
cetivel, sendo afetada na sua produtividade e desenvolvendo

& mancha-café nas sementes. Por estas caracteristicas a




.33,
goja Santa Rosa tem sido usada como ponto de referéncia de
suscetibilidade, na comparagdo de variedades quantc a sua
resposta ao mosaico da soja (COSTA et al, 1981i). Esta varie-
dade vem sende utilizada h&a muito tempo para a manutengdo in
vivo da colegdo de isolados de virus do mosaico da soja na
Seg8o de Virologia do IAC, por ser facilmente infectada na
inoculagdn experimental e por ser uma boa fonte de inéculo,
mesmno em plantas em fase de senescéncia.

A soja IAC-2 foli obtida por 5. Miyasaka em 1952 mas dis-
tribuida s6 a partir de 1967. Entre suas caracteristicas ini-
clalmente descritas ¢ menciocanda sua boa resisténcia ao
nematoide de galhas (MIRANDA et al, 1982). Trabalhos poste
riores mostraram gue esta variedade apresenta niveis muito
baixos de transmissdo pela semente do virug deo mosaico da

gsoja, e praticamente n3o desenvolve a mancha-café na semente
{(COSTA et _al. 1981).

O wvirus utilizado foi o isclado SMV-10 da colegdo do
virus do mosaico da soja (VMS)}, que & mantida in wvivo na
Segao de Virologia do IAC. Este isolado de VMS possul  a
caracteristica de causar sintomas severos. As plantas foram
incculadas mecanicamente na fase de duas folhas primarias e
mantidas em condic¢des de casa de vaegetacio durante todo o
pericdo do experimento, excepto no caso dos tratamentos de
alta e baixa temperatura.

Os experimentos com temperatura controlada foram
realizados em cimaras climatizadas gque permitem manter
temperaturas constantes, com iluminagdo artificial regulada

para fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 no escurc.
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5.2. Avaliac30 da concentracio de virus.

A concentragdo viral foi avaliada através de testes de
microscopia eletrdnica de imuno-adsorgdo (MEIAD "immuno-
-sorbent electron microscopy") realizado gegundo o método de
DERRICKE & BRLANSKY (1976), mas utilizando contrastagidoc nega-
tiva em vez de positiva como prroposto por estes autores.
Resumidamente o método consiste em tratar o filme supcocrte de
Parlodium, montado em reticulos porta egpécimem (telinhas) e
reforgado com carbono, com antigsoro egpaecifico para ¢ virus
& ser analisadc. Este tratamento forma uma camada de anticor-
pos adsorbidos ao filme suporte. No presente caso foi utili-
zada uma diluigdo de 1:1000 de antissoro de coelho, prepara-
do contra o virus do mosaico da g0ja, fornecido gentilmente
pelo Dr. H.J. Vetten, (Biologicshe Bundesanstalt fur Land
und Forstuwirtschaft, Braunschweig, Alemanha). A seguir o
filme assim ‘'"sensibilizado™ & colocado em contato com o
extrato da amostra a ser testada. Nesta fase & importante a
padronizagio dos extratos e do tempo de incubacdo: a
extragao foi feita em tampdo fosfato 0.06 M, pH 7,4, na
proporgdc 1:10 {peso da amostra/volume de tampdo), e
incubagao durante duas horas a temperatura ambiente (20~
-26°C}). As particulas viraisz em Suspensio reagem Com og anti-
corpos, ficando retidas no filme, e podem ser examinadas ao
microscopio eletrénico apéds contrastag¢gdo negativa com aceta-
to de uranila.

Para a avaliagdo quantitativa foi utilizado uma adaptagio
do método proposto por ROBERTS {19729} . A contagem de particu-
las fol feita diretamente no écran do microscépic eletrdni-
co, com aumentos de 5.000 ou 10.000 segundo a densidade de
particulas. Fol determinado o numero de particulas na 4Area
visivel na lupa binocular, que corresponde a uma elipse de

8,88 um? com aumento de 5.000, e 2,22 um? para 10.000. Em
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cada preparagdo foram contadas as particulas em 10 Areas
contiguas, em quatro furos diferentes do reticulo porta-espé-

cimem, & o0 valor médio expresso finalmente em particulas por
1000 pm?2 .

5.3. Estudos citopatoldsicos.

FPara o estudo morfolégico ao nivel de microscopia =letrd-
nica as amostras foram processadas segundo um esquema padriao
utilizado no nosso laboratério (VEGA et  al. 1981). Este
processo  consiste numa fixag3o em glutaraldeido (2,5%) mais
formaldeido (4%) (KARNOVSKY, 1965), pos-fixacdo em 0804,
contrastagie in bloco com acetato de uranila, desidratagido e
incluszio numa nmistura de Araldite e Epon (MOLLENHAUER,
1964). 0Os cortes ultrafinos foram montados em reticulos
(telinhas) de cobre malha 100, com filme de Parlodium/car-

bono e contrastados com citrato de chumbo segundc VENABLE e
COGGESHALL (1965) .

5.4. Métodos de imuno-citoquimica.

5.4.1. Processamento das amostras para sxame.

Para a localizagido in situ de antigencs virais as amog-
tras foram fixadas somente na mistura de gluataraldeido~-for-
maldeido, desidratadas em gradiente de acetona sem posfixa-
¢ac em 080, e incluidas em Araldite-~Epon, como descrito
acima. Posteriormente foram obtidos cortes ultrafinos e mon-

tados em telinhas de niquel com filme de Parlodium-carbono.
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5.4.2. Preparagido da sonda de Proteina A-ouro coloidal.

A sonda de proteina A-ouro coloidal foi preparada  segundo
o metodo de SLOT € GEUZE (1981) com as modificacbes propos-
tas por DEMEY (1984). Basicamente o método consiste na obten-
¢8o de ouro coloidal do tamanho desejado {10-15 nm) por redu-
¢80 de uma solugdo de CliAu com Acido citrico. Posterior-
mente o ouro € estabilizado com proteina A {(Sigma) e utiliza-
do para a localizacdo de anticorpos em cortes, ajustando

previamente sua diluic3o.

5.4.3. Antissorog utilizados em "immunogold'.

Para a localizagio do virus foi utilizado o mesmo antis-
soro usado em testes de MEIAD (AS-VMS), fornecido pelo Dr.
H.J. Vetten de Braunschweig, Alemanha. Os antissoros para a
proteina da capa viral e para a proteina das inclusies
citoplasmaticas lamelares foram gentilmente cedidos pelo
Dr. E. Hiebert (Florida State University, Gainesville,
Florida, U.S.A.}. Todos o8 antissoros utilizadeos foram

obtidos em coelho, 0 que permite o uso da sonda de proteina
A-ouro coloidal.

5.4.4. Procedimento para imunocitoguimica.

Os cortes montades em telinha de niquel com filme de
Parlodium/carbono foram tratados com albumina de soro bovino
1% durante 15 minutos. A seguir foram tratados durante 2-4 h
com antissoro na diluig¢®o de 1:1000 para o AS-VMS, & de
1:200 no caso dos antissoros para a proteina da capa viral e
das inclusdes citoplasmaticas. Depois de vArias lavagens com
tampioc fosfato contendo 0.4% Tween 20 {TFT), foi aplicada a

sonda de proteina A-ouro durante 1 h, e novas lavagens com
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TFT seguidas de agua desgtilada. Finalmente os cortes foranm
contrastados con acetato de uranila 2% e citrato de chumbo
segundo VENABLE e COGGESHALL (1965).

A especificidade da marcac@o pelo métods de "immunogold"
foi aferida usando um antissoro para virus heterdloge (como
o antissoro para o mosaico rugoso do feijoeiro), ou omitindo
o tratamento com antissoro.

A avaliagado gquantitativa da marcagio foi feita contandos o
numero de particulas de ouro depositadas em &reas delimita-

das sobre cada uma das estruturas examinadas.

5.5. Citoguimica enzimatica.

Metodos de citoquimica enzimatica foram utilizados para
demonstrar a localizag3o intracelular da catalase. Foi
utilizado o© método de NOVIKOFF e GOLDFISHER (1969), que
congiste em submeter o material pre-fixado em glutaraldeido,
& incubagdo num meio alcalino (pH 9-10} contendo 3,3 -diami-
nobenzidina (DAB) e HzO.. A atividade da catalase produz
a oxidagdo da DAB, que reage com o 030, na rposfixagdo, for-
mando um precipitado denso aocz eletrons. O local de formagdo
deste precipitado, gque corresponde & localizagio da catala-
se, @ facilmente visualizado no microscédpico eletrdnico.

5.6. Dogagem da atividade da catalase.

A atividade da catalase (EC 1.11.1.6.) foi avaliada pelo
metodo espectrofotométrico (LUCK, 1965}, acompanhando a
queda de densidade éptica a 240 nm, que corresponde aoc desa-
parecimento da agua oxigenada. Para o célculo da atividade
catalasica fol determinado o coeficiente angular (k) pela
analise de regressidc entre tempo versusg logaritmo natural da
densidade oOptica. 0 valor k de atividade enzimatica foi

transformado em unidades de catalase, pois a reagao da cata-
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lase deve ser considerada de primeira ordem. A unidade de
catalase & definida como a quantidade de enzima que decompde
a metade do HazxO: de uma solucgdo, em 100 segundos a 25°C
(LUOCK, 1965). 0O valor final obtido & expressc em unidades

de catalase por grama de peso fresco de tecido amostrado.

5.7. Determinacdo da peroxidase.

A dosagem da atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) foi
feita pelo método de FARKAS e STAHMANN (1966), monitorando a
oxidagio de guaiacol através da densidade éptica (DO) a 470
nm. A atividade enzimatica ¢ representada pelo coeficiente
angular da reta obtida pela analize de regressio entre os
valores da densidade Optica versus tempo. Finalmente a
atividade da peroxidase ¢ expressa em variacio da DO por

grama de peso fresco da amostra & por minuto.



.39.

= . RESULTADOS

Para o estudo da resisté&ncia na aoja IAC-2 foi tomado
como referéncia de suscetibilidade a variedade Santa Rosa.
As diferencas entre as duas variedades, gquanto a4 resisténcia
aoc VMS, s8c quantitativas ja& que mesmo as plantas mais
suscetivels apresentam em geral alguma forma de resisténcia.
Sempre que possivel s8o apresentados os resultados obtidos

nas duas variedades para facilitar o exame comparative dos
dados .

©.1. Sintomatologia: influéncia da temperatura.

Na variedade Santa Rosa o isolado severo SMV 10 induz
sintomas intensos caracterizades no inicio pelo mosaico e,
posteriormente pelo enrugamento e encarquilhamento da folha
(figura 2). Os sintomas se egtabilizam nesta sgegunda fase
{crbnica), & a alteragdo da cor da folha & generalizada, nac
sendo possivel distinguir Areas verde-claras e verde-escuras
(figura 3).

A intensidade e as caracteristicas destes sgintomas ndo
foram afetadas de maneira evidente pelo tratamento em tempe-
raturas diferentes (20-24°C versus 30-34°C).
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Folha com sintomas do VMS em soja Santa Rosa na

fase aguda (direita) comparada com o© controle
gsadio (ezquerda) .

Folha de soja Santa Rosa com inefecgdo de VMS na
fase crdnica.

Folhas de soja IAC-2 com tratamente durante 13
dias de baixa (esquerda) e alta (direita) tempera-
tura.

Folhas de soja IAC-2 com tratamento durante 20
dias de baixa (20-24°C esquerda) e alta (30-34°C
direita) temperatura.

Comparag8o dos sintomas observados na 18 a 438
folha de soja IAC-2 mantida durante 20 dias em
condigdes de temperatura controlada. O tratamento
de alta temperatura produz também redugdo do

enrugamento causado pelo VMS na 38 e 48 folha.
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A variedade IAC-2 apresenta em geral sintomas menos inten-
s0s que a soja Santa Rosa. A fase aguda inicial, geralmente
manifestada na primeira folha trifoliolada, ¢ similar a des-
crita para a variedade Santa Rosa. Mas os sintomas da fase
crdonica s3o influenciados pela temperatura ambiente. Em tem-
peraturas altas os sintomas se tornam mais fracos e recipro-
camente, com temperaturas baixas a severidade dos sintomas
aumenta. Estas mudangas podem ser observadas na casa de
vegetagdo correlacionadas com a ocorréncia de dias frios ou

quentes. Os experimentos com temparatura controlada confir-

maram estas observacgles.

As plantas de TAC-2 mantidas em baixa temperatura
(20-24°C) mostraram sintomas do tipo observado na var. Santa
Rosa: mosaico indefinido, enrugamento e encarquilhamento

foliar (figuras 4, 5 e 6). A 30-34°C os sintomas se tornaram
mais fracos, num processo gque pbdde ser acompanhado nas
folhas emitidas nessa temperatura. Apbs 13 dias, a primeira
folha nessas condig¢des {segunda folha trifolioclada)
apresentou diminuig¢io da area verde-clara {figuras 4). Esta
redugdo da parte verde-clara foi ainda maior na terceira e

guarta folha, apés 20 dias de tratamento (figuras 5 e 6).

6.2. Concentracdo do virus em relacdoc a temperatura e

as areas do mosaico.

Em plantas de soja IAC-2 colocadas durante sete dias em
condigles de temperatura controlada na fase aguda da infec-
¢ao (uma semana apds inoculagdo), foi avaliada a concentra-
¢80 viral através de testes de MEIAD (figuras 9 e 10). A
contagem de particulas obtida & mostrada na figura 7. A
primeira folha (inoculada) ndo apresentou variagdo, mas na
segunda folha o numero de particulas foi quase trés vezes

maior na planta mantida em baixa temperatura (20-24°C). Na
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Figura 7 . Contagem de particulas em extratos de soja IAC-2
em condig¢Bes de temperatura controlada durante 7 dias (entre o 10O
e 17° dia apds inoculagXfo). Os valores representam o numeroc de
particulas em 1000 pmz de filme-suporte, na preparac¢3o pela técnica
de ISEM. Os resultados foram padronizados para extratos preparados
na relagdo 1:10 (peso:volume de tampZo). Cada valor & média de 2-4
determinag¢@es. A linha vertical representa + erro padrdo.

Determina¢®es separadas para as Areas verde-claras e escuras

somente foram possiveis na terceira folha. MDS : Minima Diferencga

Significativa para p«0.01 entre médias de diferentes temperaturas.
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terceira folha, emitida durante o tratamento diferenciado de
temperatura, a concentragdo viral foi quase gquatro vezes
maior a 20-24°C, em relagdoc a meédia da mesma folha a 30-34°C
(diferenga significativa ao nivel de p<0.01).

O conteudo de virus ¢ igualmente alto nas partes claras e
escuras do mosaico na terceira folha a 20-24°C {(a diferenca
ndo e significativa). Mas nesta folha a 30-34°C, além da
forte queda da concentragdo viral, observou-se uma distribui-
¢80 ndo uniforme do virus: foi 76% maior nas areas verde-cla-
ras, diferenga que foi significativa ao nivel de p«0.05.

A variedade suscetivel Santa Rosa, ap6s sete dias de
tratamento em temperatura controlada, as contagens ds
particulas em testes de MEIAD apresentaram 34001870
particulas por 1000 um? em alta temperatura e de 518011730
pP.v./1000 um? em baixa temperatura. Ambos valores s3o médias
de 4 plantas * erro padr3o. A diferenga observada entre os
tratamentos de alta e baixa temperatura, de cerca de 50%,
ndo atinge signific8ncia estatistica por causa da alta
variabilidade evidenciada pelos valores do errc padrdo.
Contudo, a queda na contagem de virus nas plantas de Santa
Rosa mantidas em alta temperatura, embora de magnitude muito
menor que na IAC-2, demonstra gue esta condic3o ambiental fa-
vorece alguma forma de resisténcia na variedade suscetivel.
Note-se que os valores obtidos nesta variedade s30 muito
maiores (quase dez vezes)que na IAC-2 , representados nas
figuras 7 e 8.

Num experimento mais prolongado com a variedade IAC-2 foi
observado que, apo6s 25 dias em cé&mara de crescimento com
temperatura controlada, a concentrag¢ido de virus medida na
4™ e 6™ folha € reduzida a 1/20 nas plantas a 30-34°C,
em relagd3o as mantidas a 20-24°C (figura 8). Neste
experimento a distribuic3o do virus nas Areas do mosaico

apresentou marcadas diferengas de concentragfo: a 20-24°C as
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Figura 8. Avalia¢Zo da concentrag¢®o de virus nas 4% folhas de

soja IAC-2 apds 25 dias em codi¢®es de temperatura controlada. Os
2

’

valores representam numero de particulas virais por 1000 um

contadas em testes de MEIAD.

a. Em folha inteira foram feitos testes de MEIAD com oS mesmos
extratos utilizados na dosagem de catalase e peroxidase.

b. As determinag®es nas Areas diferenciadas do mosaico foram
feitas em extratos preparados com dois discoszs de 1,7 mm de
diametro macerados em 50 ul de tampZo.

c. As plantas mantidas a 30-34 C n3o apresentam areas verde-~claras

em quantidade suficiente para determinar a concentragdo viral.
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partes verde-claras contém 13 vezes mais virus do que as ver-
de-escuras.

Em alta tempertura, como ja mencionado, a Area verde-cla-
ra se reduz, e em testes mais prolongados a folha apresenta
coloragdo verde escura normal. Portanto,nestes casos g5 foi
possivel avaliar a concentragdo viral em Aareas verde-escu-
ras. Na maioria destas amostras foi verificada auséncia de

virus, e em média a concentragido foi um terco da observada
em 20-24°C (figura 8).

6.23. Citopatologia.

6.3.1. Inclusdes citoplasmaticas lamelares =

membranosas.

A caracteristica mais consistente da citopatologia do
virus do mosaico da soja, como da maioria dos potyvirus, & a
formagdoco de inclusdes citoplasmaticas, principalmente as do
tipo catavento ("pinwheel"), tubulares, ou laminadas. No
presente trabalho estas inclusdes serdo denominadas inclu-
¢Oes ciltoplasmaticas lamelares (ICL), para diferencia-las
das que serao chamadas inclusdes citoplasmaticas membranosa
(ICM). As inclusdes deste segundo tipo,observado também no
citoplasma, consistem em acumulos de vesiculas e cisternas
que parecem derivar do reticulo endoplasmatico, Jjunto com
ribosomas. As ICM , cujo tamanho varia entre 1 = 8 pm,
apareceram sempre nas proximidades ou incluindo ICL (figura
11). Dentro da massa membranosa se observam também ribosomas
€ pgotas lipidicas, e eventualmente inclusBdes lamelares. Na

periferia da ICM s3o normalmente observadas mitocdndrias e
peroxisomas.




Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.
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Micrografia de teste de MEIAD mostrando alta den-

gsidade de particulas virais

Teste de MEIAD apresentado densidade média de

particulas wvirais . Trago das figuras 9 e 10

representa 0,5 um.

Inclus8o citoplasmAtica membranosa (ICM) mostran-
do a presenga de reticulo endoplasmatico (RE), in-
clusdes citoplasmaticas lamelares (ICL), peroxiso-
mas (PX) em contato com as ICL, gotas lipidicas
(L) e mitocSndrias (M). V: vacutolo.

Trago de referéncia = 1 pm .
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Embora todas estas alteragdes sejam indicativas da
infecgdo pelo virus, a observagio de particulas virais &

rara em amostras processadas rotineiramente para cortes de
tecidos.

6.3.2. Imuno-citoquimica.

Uma série de experimentos para localizacdo de proteinas
virais, utilizando métodos imunocitoquimicos, foram realiza-
dos visando esclarecer os seguintes aspectos: a. Associacao
entre ocorréncia de inclusdes e efetiva presenga do virus ou
da sua proteina na célula. b. Localizagd@o das particulas
virais ou de sua proteina em células que contém inclusdes
citoplasmaticas. c¢. Confirmar a natureza da proteina que
forma as ICL, s6é identificadas pela sua morfologia, e exami-
nar a possibilidade de outras localizagBes intracelulares
desta proteina.

Os testes realizados wutilizando o antissoro para a
proteina da capa viral, ou virus inteiro, mostraram que as
celulas que tém inclusdes contém também a proteina estrutu-
ral do virus. As particulas virais foram claramente visiveis
em alguns experimentos de immunocitoquimica, formando feixes
as vezes bastante grandes (figuras 12 e 13) ou alinhadas
junto ao tonoplasto (figura 14), geralmente nas proximidades
das ICL. As particulas virais foram fortemente marcadas com
ouro (figuras 12-14 e tabela 3).

Nos materiais processados para immuno-citoquimica foi
freqlentemente observada a presenga de numerosos ribosomas
nas inclusdes lamelares, que parecem em contato com a lamela
basica da inclus3o (figuras 13-14) . No exame destas
micrografias deve-se cuidar de diferenciar a marcag3o pela

sonda de ouro dos ribosomas. A presenga em grande




Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.
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Feixe de particulas virais fortemente marcado
pela sonda de ouro-proteina A com antissoro para

VMS (virus inteiro ou proteina da capa viral).

Preparagldo de "immunogold" com antissoro para a
proteina da capa do VMS. A inclusao citoplasméati-
ca lamelar (ICL) apresenta leve marca¢gao de ouro
€ contem abundantes ribosomas. Para diferenciar
08 ribosomas dos pontos de ouro observar que
estes s380 menores e com limite mais definido. A
ICL aparece em contato com um peroxisoma (PX) a

esquerda e com un feixe de particulas virais (PV)

a direita.

Marcag8o de anticorpos para a proteina da capa do
virus presentes em ICLs associadas aos peroxiso-
mas (PX) e em particulas virais (PV) alinhadas
junto ao tonoplasto (PV).

Trago de referé&ncia = 0,25 um.
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namero destas organelas Citoplasmaticas, responsaveis pela
sintese de proteinas, associadas as ICL sugere gque na
inclus3c ocorre sintese proteéica.

As inclusdes lamelares foram também marcadas em testes
de "immunogold" guando usado antissoro para o virus inteiro
ou  sua proteina, embora com menor intensidade que o préprio
virus (tabela 3). Deve-se tomar cuidado de diferenciar as
particulas de ouro dos ribosomas que aparecem na inclusdo
(figuras 13-14). As particulas de ouro que marcam as ICL
(fig. 14) n3o parecen acompanhar sua estrutura como acontece
quando utilizado antissoro especifico para a proteina das
ICL (figura 16). Isto indica a presenga de antigeno viral no
volume ocupado pelas ICL, embora aparentemente n3o faca
parte da lamela basica da inclus3o.

Outras areas marcadas consistentemente pelo antissoro
para o virus foram observadas préximas as ICL. Estas Areas

contém ribosomas e eventualmente estruturas filamentosas

Tabela 2. Distribuicdo de anticorpos anti-proteina da capa do
VMS marcados pela sonda Proteina A-ouro

___mwwmmm

Area (pm2) Total de parti- Particulas
Estrutura examinada culas de ouro por um?
Citoplasma 6,87 85 12,4
Inclusdes cit.
lamelares (ICL) 3,47 306 88,2
Aareas citop.
provaveis ICM 2,30 172 74,8
Particulas
virais (feixes) 0,2 284 1.272,0




Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.
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Area citoplasmatica, que presumivelmente corres-
ponde a uma inclus3o membranosa (ICM), apresentan-
do marcagdo pelo antissoro para o VMS, vizinha as
ICL também marcadas e associadas a peroxisomas
(PX) .

Marcag8o pelo antissoro para a proteina das ICL.
Observar que, além de mais intensa que com o
antissoro para o virus, a marcagao segue a
estrutura das inclusdes. A associagdo das ICL com
peroxisomas e vacuolos (V) faz que parte dos
pontos de ouro aparegam sobre estas organelas. A
seta indica o que parece ser um fragmento de
peroxisoma em contato com uma ICL.

Inclus&o marcada pela sonda e praticamnte
incluida num peroxisoma (PX).

Trago de referéncia = 0.25 um.
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ténues (figura 15). Estas ultimas poderiam corresponder a
particulas virails espalhadas nessas porgdes do citoplasma,
embora sua densidade eletrénica seja menor que a observada
nas particulas formando feixes (figura 12). A intensidade de
maracagado destas 4reas ¢ semelhante & observada nas ICL
{tabela 3). Embora o processo de fixagd30o para imuno-citogui-
mica ndo preserve as membranas, o que dificulta a identifica-
$a0 de estruturas membranosas, aparentemente estas Areas cor-
respondem as ICM visiveis em material processado com oOsmio
{figura 11).

Os testes "immunogold"” com antissoro para a proteina das
ICL mostraram forte marcagi3o destas inclusdes. Com este an-
tissoro as particulas de ouro aparecem dispogtas seguindo a
estrutura das ICL (figura 16). A associagdo entre ICL e
peroxisomas faz com que em alguns casos estas organelas
aparegam fragmentadas. Como os fragmentos aparecem também as-

sociados as ICL, eventualmente podem aparecer marcados pelo

antissoro para ICLs (figura 16), mas geralmente & visivel a
estrutura da ICL contatando, ou invaginando, a membrana
desta organela (figuras 16 e 17). A identificagcdo destas

estruturas como fragmentos dos peroxisomas ¢ confirmada pela

presenga de catalase, demonstrada atraveés de citogquimica

(figuras 18 e 19).

6.3.3. Efeito do tratamento térmico na citopatolo-

gia.

A quantidade de inclusdes citoplasmaticas & visivelmente
menor nas folhas de plantas mantidas em alta temperatura,
esta diminuigdo foi aparentemente proporcional a duragido do
tratamento. Embora nd3o tenha sido possivel obter dados
quantitativos de esta variag3o, o resultado baseia-se no
estudo de numerosas amostras, provenientes dos experimentos

em condigdes de temperatura controlada.




Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Peroxisoma de soja IAC-2 sadia, marcado pela
reagao de citoquimica enzimatica para localizagdo

da catalase, apresentado forma arredondada.
Trago = 0.25 um.

Localizag8o da catalase em soja IAC-2 infectada
com SMV, mostrando a fragmentagdo dos peroxisomas

em contato com inclusdes (ICL). Trago = 0,25 um.

Micrografia eletr8&nica em baixo aumento mostrando
trés células do mesdéfilo da area verde-clara do

mosaico com inclusdes induzidas pelo VMS (setas).

Trago = 2 um.
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Dificilmente sio encontradas IC em amostras provenientes
de folhas novas, emitidas em condigdes de alta temperatura.
Ao passo que em folhas do mesmo tamanho e idade, mas desen-
volvidas a baixa temperatura (20-24°C), as IC s3o facilmente
observadas.

Normalmente as inclusdes formam grandes massas nas
células da epiderme, e parecem regularmente distribuidas no
parénquima clorofiliano, embora formando geralmente grupos
menores. Nos materiais submetidos a alta temperatura obser-
vou-se primeiro o desaparecimento das IC do meséfilo. Poste-

riormente também diminuiram ou desapareceram, dependendo da

duragao do tratamento, as inclusdes da epiderme.

6.3.4. Citopatologia nas areas do mosaico.

A distribuigdo das IC no mosaico foi examinada no modelo
IAC-2 (resistente) pois neste caso aparecem claramente
definidas as &reas verde-claras e escuras. Neste modelo foi
verificado que a quantidade de inclusBes & alta nas Areas
verde-claras, principalmente na aureola mais amarela que
separa as duas partes do mosaico {(figura 21). Na parte ver-
de-escura a concentragdo de IC ¢ bem menor. No tratamento de
alta temperatura foi dificil encontrar IC nas areas escuras.
Nas folhas mais novas deste tratamento, praticamente sem
sintomas, n3o foram observadas inclusdses.

A associagdo entre peroxisomas e inclusdes citoplasmati-
cas lamelares foi observada tanto na variedade suscetivel

(Santa Rosa) como na IAC-2. Uma avaliagdo quantitativa desta

associagdo ndo foi possivel em termos numéricos, mas em
geral foi observada com maior freqiéncia na var IAC-2, par-
ticularmente na zona mais amarelada que pode ser

diferenciada na divisa entre as partes verde-claras e

escuras do mosaico (figuras 20, 21 e 22).




Figura 21.

Figura 22.
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Corte de trés células do meséfilo na Aarea da
aureola amarelada no limite entre Area verde-
-clara e escura. Observar o grande numero de

inclusdes (setas), geralmente associadas aos

peroxisomas (PX).

Micrografia eletr8nica mostrando tré@8s ceélulas do
mes6filo da Area verde-escura. As inclusdes sao
muito escassas e de menor tamanho (setas).

O trago nas figuras 21 e 22 corresponde a 2 um.
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6.4. Alteragdes das atividades enzimaticas associadas

com a infecc3o wviral.

£ conhecido que diversas infecgdes virais produzem
alteragdes na atividade de algumas enzimas, principalmente
do grupo das oxidases. O efeito da infecgdo viral sobre a
peroxidase tem sido relacionado com a formagio de lesdes
locais, em materiais hipersensiveis (FARKAS, 1978), e o
aumento da atividade da catalase foi descrito mais recente-
mente em soja infectada sistémicamente pelo VMS (VEGA e
COSTA, 1986). No presente estudo foram analisadas as varia-
¢Oes na atividade destas duas oxidases, em fung¢3o da tempera-

tura e das Aareas diferenciadas pelo mosaico.

6.4.1. Aumento de atividade da catalase no modelo de

suscetibilidade e efeito da temperatura.

Em soja da variedade Santa Rosa tinha sido observado, em
estudos anteriores, que o aumento da atividade catalasica
apresentava variag¢des consideraveis, aparentemente relaciona-
das com as condigdes de temperatura e a idade da folha
examinada (VEGA e COSTA, 1986). Para esclarecer este aspecto
foram realizados experimentos em condi¢des de temperatura
diferenciadas: 20-24°C e 30-34°C.

As dosagens de atividade catalédsica realizadas nos
experimentos, com soja Santa Rosa mantida durante 21 dias em
condi¢Bes de temperatura controlada, deram resultados coin-
cidentes, representados na figura 23. As determinac¢des foram
feitas em amostras tomadas ao acaso, sem discriminar as
areas verde-claras e escuras do mosaico, pois o sintoma
desta variedade n3o permite essa distingao.

Verifica-se que a 20-24gC a atividade catalasica ndo foi

afetada pela infecgd3o viral, tanto nas folhas novas como nas
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FIGURA 23. Atividade catalasica em plantas de soja ‘Santa Rosa’
infectadas com o VMS e sadias, mantidas 21 dias em temperatura

controlada, comparando folhas maduras om folhas novas . Os

0

valores s3o médias de 6-11 determinac®es realizadas em dois
experimentos. A linha vertical representa o erro padrZo da média. A
temperatura afeta a velocidade de crescimento, o gque faz com que a
20-24°C sejam consideradas folhas novas as 6°- Sa folha, ao passo

que a 30-34°C s¥o as folhas 8% a 102,
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j& desenvolvidas (figura 23). Em condic¢des de alta temperatu-
ra {30-34°C}) as folhas novas infectadas tiveram 64% mails
atividade cataladsica gque a folhea sadia (significativo para
p<0.01). Nas folhas maduras, embora a& alta temperatura tenhsa
induzido aumento de atividade em relacidc as mantidas a
20-24°C, a diferenca entre a szadia 2 a infectada, de 33%,
n3oc foi significativa estatisticamente.

Nestes experimentos oS tratamentos de temperatura
provocam tambem diferencas na velocidade de crescimento.
Isto faz com gue as folhas chamadas novas, em alta temperatu-
ra, sejam as 82 a 102 folha, ao passo gue em baixa temperatu-
ra &80 ag 6% a 82 folha. Contudo, a idade fisioldbdgica das

folhas comparadas fol semelhante.

65.4.2. Aumento de atividade catalésica no modelo de
resisténcia: efeito da temperatura € wvariagdo

nas areas diferenciadas do mosaico.

4 dosagem da catalase nas areas verde-claras e e@scuras
do meosaico fol realizada na variedade resistente IAC-2, qgue

delimita estas &reas claramente. Apds dezessete dias de

inoculadas, sete dos guais em tratamento de temperatura
controlada, foram obtidos os resultados resumidos na figura
24. A terceira folha, a primeira a mostrar o sintoma tipico

de mosaico éistémico, apresentou atividade da catalase duas
a trés vezes maior que a mesma folha sadia. Os niveis de
atividade da fcolha infectads foram similares nas duas
temperaturas mas o aumento foi proporcionalmente maior a
20-24°C, em' razd3c do baixo nivel de atividade do controle

nessa temperatursa.
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Figura 24. Atividade catalésica em plantas de soja IAC-2
mantidas durante 7 dias em condig¢des de temperatura contro-
lada. Os wvalores s3o médias de 3 repetig¢des, com © Erro
padr3o da média representado pela linha vertical. A primeira
folha & a folha primaria, gue recebeu a inoculagdo mecanica.
Note-se que nesta variedade de soja ocorreu aumento signifi-
cativo da catalase nas terceiras folhas, tanto em baixa (A}
como em alta (B) temperatura. Contudo, em baixa tempgratura

{A) o maior aumento ocorreu nas &reas verde-escuras.
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Figura 24. Legenda no verso da pagina anterior.
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A distribuig3o da catalase nas areas do mosaico ndo foi
uniforme, principalmente a 20-24°C: a Area verde-escura teve
40% mais atividade que a verde-clara (diferenca significati-
va ao nivel de p<0.05). A 30-34°C as duas Areas quase nao
diferiram quanto a atividade catalasica (a verde-escura
mostrou apenas 5% mais atividade que a verde-clara) & apre-
sentaram altos niveis de atividade, similares ao da area ver-
de-escura a baixa temperatura.

Aparentemente o aumento significativo da atividade
catalasica associado a infecgdo viral ocorreu principalmente
nas areas verde-escuras, nas plantas mantidas a baixa tempe-
ratura. Ao passo gque no tratamento de alta temperatura o
aumento desta enzima localizou-se igualmente nas Areas ver-
de-claras e verde-escuras. Além de alterar os niveis da
catalase, a alta temperatura reduz gradualmente a Aarea
ocupada pelas partes verde-claras, como mostrado nas figuras
46,

Na folha inoculada (12 folha) n3o houve alteragdo da ati-
vidade da catalase associada a infecg8o. Na segunda folha,
onde pode haver inicio de sintomas sistémicos, notou-se au-
mento da atividade desta enzima, que s6 foi significativo
nas plantas mantidas a baixa temperatura (206-24°C). Provavel-
mente isto se deve ao fato de que o numero de células
infectadas ¢ ainda baixo, n&@o chegando a estabelecer-se as

condigdes préprias da infecgdo sistémica.

6.4.3. Correlagdo entre atividade da catalase & con-

centragdo do virus e efeito da temperatura.

Em doils experimentos realizados com soja IAC-2 foram
aplicados os tratamentos de temperatura controlada por perio-

dos diferentes: no primeiro (A) o tratamento foi aplicado




.59.

| | | | 4 | § 1 | 4 | ]
- A} 7 diaz de tratamento
(o) 20-24°C
400l (W) 30-34°C 1
=
o]
3o00f o
200 F "
CA
TA o
-
LA L L 1 1 I ' 1 L
I 1 1 § 1 4 |
SE
U/g B) 25 dias deotratamento
(n) 20-24 C
OO' [ d
4 (m) 30-34 C
300§ l
]
-
= o
200 F o o -
=
]
O 100 200 300 400 500 600 700

Concentragio de virus

Namero de particulas/ 1000 ymz

Figura 285. Representagio dos valores obtidos para atividade
cataldsica vs. concentragfo de virus, em dois testes com solja
IAC-2 em condig¢Bes de temperatura controlada durante A) 7 dias e B)
25 dias. r: coeficiente de correlacfo significativo (*p«0,02) a:
coeficiente angular (inclinagXo) da reta ajustada.
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por 7 dias e no segundo (B) durante 25 dias. Apoés esses
periodos, foram examinados 0s niveis de atividade da
catalase e a concentragido de virus, em cada um dos extratos
obtidos. No experimento A foi analisada a terceira folha, ao
passo que no B foram as quartas e quintas folhas. Os
resultados estdo represntados na figura 25.

No experimento A foi verificada forte correlagdo
negativa entre atividade da catalase e concentracdo viral
nas plantas mantidas em alta tempreatura (30-34°C): o coefi-
ciente de correlagdo (r) foi de -0.893 gque € gignificativo
ao nivel de p¢0.02. O coeficiente angular da reta ajustada
foi =-0.82, o Qque indica uma relagido quase equivalente
entre as duas varidveis: a uma duplicagdo da atividade da
catalase, correspoderia wuma diminuic3o quase & metade da
concentragdo viral. Neste mesmo experimento se verifica gque
nas plantas mantidas em baixa temperatura ndc houve
correlagdo significativa entre estas variaveis (r=-0.045).

Nas plantas mantidas 25 dias em condi¢des de temperatura
controlada (experimento B) observou-se que tanto a concentra-
¢do viral como a atividade catalasica sio em geral menores,
tanto em alta como em baixa temperatura. Nas plantas
tratadas a 30-34°C o conteudo de virus foi zero na maioria
delas, o que invalida a aplicacdo da analise estatistica da
correlagdo. Os dados de plantas mantidas em baixa temperatu-
ra nao apresentaram correlacsdo significativa (r=-0.365), mas
mostram concentragdes de virus comparativamente altas asso-
ciadas aos baixos niveis de atividade da catalase.

Na analise destes experimentos deve levar-se em conside-
ragao que, além da influéncia da duracido do tratamento térmi-
co, o fator tempo determina a idade fisiologica da planta e
da folha examinada, e também a fase da doenga. Assim, no ex-
perimento A foi examinada a primeira folha emitida em condi-

¢Oes experimentais, apenas 14 dias apés a inoculagdo, quando
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Figura 26. Atividade da peroxidase em plantas de soja IAC-2
mantidas durante 7 dias em condigBes de temperatura contro-
lada. Os valores s3o médias de 3 repetigdes, com o erro
padrao da média representado pela linha vertical. A primeira
folha € a folha primaria, que recebeu a inoculac¢do mecanica.
Observar que s6 as folhas mais novas (32 folha) mostraram
maior atividade peroxidasica, principalmente nas &reas ver-

de-claras, nas duas condigoes de temperatura.




.61.

MDS
.05

e
g

S
32 FOLHA

22 FOLHA

12 FOLHA

Figura 26. Legenda no verso da pagina anterior.
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a planta ainda se encontra na fase aguda da doenca, que se
segue a 1invasdo sistémica. No caso do experimento B foi
analisada a quarta e sexta folha, 32 dias depois da inocu-
lagdao quando a doenga entrou ja numa fase crdnica. O efeito
destes fatores pode ser avaliado pela evolucgdo observada nos
dados de plantas em baixa temperatura: apo6s 25 dias os
valores da catalase e contetdo de virus s3o bem menores que
aos 7 dias. Ou seja que h& uma queda nos valores das duas
variaveis analisadas em fung3o do tempo. O tratamento de
alta temperatura provocou uma redugdo mais rapida em uma das

variaveis: a concentracgio de virus.

6.4.4. Incremento na atividade da peroxidase em rela-
¢80 a temperatura e variac3o nas areas diferen-

ciadas do mosaico.

A atividade da peroxidase aumentou também por efeito da
infecgao, tanto em alta como em baixa temperatura (figura
26). Este aumento n3o foi observado na folha inoculada e g6
se esboga na segunda folha. Somente na terceira folha a
diferenga com a planta sadia se torna significativa. Como
esta resposta fol observada tanto em alta como em baixa tem-
peratura, indica que este fator n3o afeta a reagido ao nivel
da peroxidase.

A distribuigdo desta enzima nas areas do mosaico parece
seguir um padr3o inverso ao da catalase: houve mais peroxi-
dase nas areas verde-claras. Isto foi observado em ambas as
temperaturas mas foi mais evidente em alta temperatura
(30-34°C).
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6.4.5. Relagdo entre peroxidase e concetragdo do

virus.

O exame das figuras 7 e 26 mostra que as areas verde-cla-
ras, que contém mais virus (figura 7), s3o também as que
apresentam mais atividade peroxidasica (figura 26). Esta
tendéncia do valores médios n3o foi confirmada na andlise da
correlagdo ao nivel de dados individuais. Contudo, a
tend&ncia dos valores médios & inversa a da catalase, gue

apresenta em geral valores maiores nas amostras com menor

conteltdo de virus.
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7 . DISCUSSAO

O modelo soja IAC-2 infectada pelo VMS se caracteriza
pela invasdo do virus com manifestagdo de mosaico sistémico
e posterior regress3o dos sintomas, chegando em alguns casos
a8 recuperagido total da planta, dependendo das condi¢des de
temperatura. Este modelo & completamente diferente, portan-
to, da resisténcia por hipersensibilidade demonstrada nas
variedades de soja IAC-9 e IAC-11. Nestes casos ha formacio
de lesdes locais necroéticas, sem invasdo sistémica posterior
(COSTA e MIRANDA, 1987).

A comparagdo entre as variedades de soja Santa Rosa (sus-
cetivel) e a TAC-2 (resistente) em diferentes condigdes de
temperatura fornece um gquadro geral das caracteristicas dife-
renciais observadas frente a infecgdo com o VMS (tabela 4).
Da analise destas caracteristicas e de suas alteragdbes em
distintas temperturas, pode-se obter indicacdes dos mecanis-
mos envolvidos no processo pelo qual a variedade resistente
consegue recuperar-se dos efeitos da infeccgdo do VMS.

Deve lembrar-se que as duas variedades comparadas sao
hospedeiras do VMS e apresentam diferentes graus de resistén-

cia (ou de suscetibilidade) ao virus. O referencial ideal de
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Tabela 4. Caracteristicas diferenciais das respostas &
infecgdo com VMS das variedades de soja suscetivel (Santa
Rosa) e resistente (IAC-2).

e ————————————

; VARIEDADE VARIEDADE
CARACTERiSTICA SUSCETiVEL RESISTENTE

(

1. Formagdo de areas verde-escuras,
com tamanhos crescentes nas
folhas mais novas
1.1.Em baixa temperatura (20-24°C). - -
1.2.Em alta temperatura (30-324°C). - +++

b

Queda da concentracdo de virus

em condigdes da alta temperatura

7.1 .Nas &reas verde-claras +
7.2.Nas areas verde-escuras ++

3. Diferencial de concentracdo de
virus: maior nas Areas verde-
claras do gue nas verde-escuras n.d. +

4. Ocorréncia de associagdo peroxi-
somas-inclusBes citoplasmaticas + +++

5. Aparente localizagdo preferencial
das inclusfes associadas com
peroxisomas na jungdo das areas
verde-claras e verde-escuras. n.d. +

6. Aumento significativo da ativi-
dade da catalase, por efeito
da infeccgio.
65.1.Em baixa temperatura. - ++
6.2.Em alta temperatura. + +

7. Diferencial da atividade catala-
sica em baixa temperatura: menor
nas areas verde-claras. n.d. +

8. Correlagdo inversa entre contet-
do de virus e atividade catala-
sica, significativa s em alta
temperatura. n.d. +

WWMWW
n.d.: nio determinado.
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suscetibilidade total, onde o virus n3o sofre nehum tipo de
limitagd0 na sua replicac¢i3o nem na sua distribuigdo na plan-
ta, & uma raridade (ZAITLIN and HULL, 1987) e obviamente nao
€ o caso da soja Santa Rosa.

A primeira diferenca entre as variedades pode ser notada
a nivel sintomatolégico pois na variedade resistente had ten-
déncia para formag¢d3o de Areas verde-claras e escuras melhor
definidas que na soja Santa Rosa. Em condigdes de alta tempe-
ratura, a superficie ocupada pelas areas verde-claras

aumenta nitidamente na variedade IAC-2. Este fenémeno ndo se

observa sistematicamente na variedade suscetivel, =mbora
eventualmente possam aparecer areas (ilhas ou "bolhas") ver-
de-escuras. Na variedade resistente as &reas verde-escuras

vd@o tambeém tomando as caracteristicas da folha normal na
medida em que aumenta sua area. Nisto diferem das ilhas
verdes da variedade suscetivel que apresenta uma cor aparen-
temente mais intensa que a normal e geralmente mostram
deformagdo (formam "bolhas") por crescerem mais que os
tecidos circundantes.

O processo descrito ocorre mais claramente nas folhas
novas que s3o emitidas nas condig¢Bes de alta temperatura. A
continuidade destas condigdes faz com que eaeste processo
cause uma grande redugdo da Aarea verde-clara, levando a recu-
peragdo praticamente total da planta.

Nos resultados aqui apresentados se demonstra também que
o tratamento de alta temperatura na variedade TAC-2 induz
forte gqueda da concentragi3o viral nas duas &areas do mosaico,
passando rapidamente a valores de quase zero nas partes ver-
de-escuras. Tratamentos similares na variedade suscetivel
ndo produziram queda significativa no conteudo de virus.
Deve levar-se em consideragio que o8 resultados das
contagens de particulas virais em testes de MEIAD em soja

Santa Rosa foram quase dez vezes maiores que na variedade
resistente.
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A distribuigcdo desigual de virus nas areas do mosaico,
com maior concentragdo de virus nas Aareas verde-claras e
baixa (ou nula) nas verde-escuras, confirma o observado para
outros virus que induzem este tipo de sintoma. Este resulta-
do & similar ao descrito para reovirus (KIMURA, 1962),
tombusvirus (REID and MATTHEWS, 1966) = tobamovirus
(ATKINSON and MATTHEWS, 1870 . O mosaico causado por
potyvirus parece seguir a mesma distribuicio, como mostram

os resultados de REZENDE et al. (1982) com o virus do

mosaico de mamoeiro ("papaya ringspot virus") e os aqui apre-
sentados com o virus do mosaico da soja. No caso do virus do
mosaico do mamoeiro foi observado que o indéculo tomado de
"bolhas" verdes transmitiu o virus em 40% dos casos, ao pas-
SO0 qgque o indculo das partes verde-claras transmitiu em por-
centagem proéoxima a 100%. O maior numero de casos negativos
indica menor concentragdo viral nas A4reas verde-escuras
{"bolhas").

A citopatologia observada nas diferentes areas do mosaico
indica um paralelismo com as concentragdes virais observa-
das. Nas areas verde-claras ocorrem as maiores alteragdes ci-
topatolodgicas: presenga de inclusdes lamelares, membranosas
e eventualmente feixes de particulas virais.

O estudo de imuno-citoquimica confirma que a presenca de
inclusdes ¢ indicativa de antigeno viral na célula, embora
ndo possa se fazer uma correlagido quantitativa destes dois
paradmetros. Em muitos casos € clara a associacao do antigeno
viral com as inclusdes lamelares e membranosas, © gue Sugere
o envolvimento destas estruturas no cicle replicativo do
virus ao nivel celular. Um detalhe da ultraestrutura das
inclusdes lamelares ¢ particularmente significativo, quanto
a sua possivel fungdo: a frequente presenga de ribosomas qgque
aparecem associados a lamela da inclus3o. Isto sugere que

nas ICL ocorre sintese de proteinas, pelo menos em alguma
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fage do ciclo do virus na ceélula. Por ser a ICL uma

estrutura induzida pelo virus, as proteinas que nela s3o

produzidas devem estar associadas ao virus, podendo ser
proteinas da capa viral (estrutural) ou n3o estruturais. Em
muitos casgsos inclusdes lamelares que ndc mostravam

particulas virais associadas apresentam fraca marcagsdo por
"immunogold™ com anticorpos para a proteina da capa viral.
Como a proteina das inclusdes lamelares e da capa viral ni3o
sdo relacionadas serologicamete, uma possivel interpretagio
para esse fato € que nas ICL seja produzida a poli-proteina
que resulta da tradug3o do genoma nos potyvirus (DOUGHERTY
and CARRINGTON, 1988). Esta poli-proteina contem
seqlncias das diversas proteinas codificadas pelo genoma
viral e e rapidamente processada por proteases originando
cada uma das proteinas virais (CARRINGTON and DOUGHERTY,
1987). £ possivel que a fraca marcagdo observada nas ICL
seja atribuivel A& presenga desta poli-proteina, que seria
sintetizada na inclus3o e rapidamente processada.

O tratamento de alta temperatura afeta também, como & de
se esperar, a citopatologia: provoca diminuig3o drastica no
namero de inclusdés citoplasmaticas, principalmente na
variedade resistente e nas &areas verde-escuras desta.

A associagao das inclusdSes lamelares com peroxisomas,
caracteristica s¢ descrita para o VMS (VEGA, 1985), foi
observada com maior frequéncia na variedade resistente, prin-
cipalmente nas &reas de Jjun¢30 entre as partes verde-claras
e verde-escuras.

Os testes de "immunogold" utilizando antissoro para a
proteina das ICL e os testes de citoquimica enzimatica para
localizagd@o da catalase nos peroxisomas, demostram gue a
associag3o entre ICL e peroxisomas resulta num estreito
contato da membrana, & aparentemente também da matriz, desta

organela com as lamelas da inclusao.

as
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Como pode ser visto na tabela 4 , outro parametro que &

alterado pelo tratamento de alta temperatura € o nivel da
atividade catalasica. Neste caso a variedade resistente se
diferencia claramente da suscetivel pela resposta em baixa
temperatura: na soja IAC-2 a infeccdo induz uma atividade ca-
talasica entre duas e tré&s vezes maior gque no controle
sadio. Na variedade suscetivel n3o ha reacgdo alguma a
infecgdo nessas condigdes de temperatura. Quando mantidas em
alta temperatura nas duas variedades houve aumento da
atividade da catalasica, embora em maior proporg¢do na IAC-2
{Figuras 23 e 24).

Outro aspecto significativo & a localizac3do deste aumento
de atividade catalasica nas areas verde-claras. Aparentemen-
te € nestas areas onde ocorre a maior parte do aumento desta
atividade associado com alta temperatura: na planta
infectada mantida a baixa temperatura as Areas verde-claras
tém menos atividade que as escuras. Em alta temperatura
apresentam niveis de atividade iguais as partes verde-escu-
ras (Figura 24).

A correlagdo significativa detectada entre concentracgao
de virus e atividade da catalase (figura 25) confirma o
sugerido pela variagdo dos valores médios {(figuras 7 e 24).
Na analise da correlagdo s3o0 utilizados os dados individuais
de atividade enzimatica e concentragido viral para cada
extrato e n3o os valores médios. Portanto a idéia de relacido
inversa entre atividade catalésica e conteiddo de virus
recebe apoio destes dois tipos de analise estatistica.

O fato de ter-se wverificade correlacio significativa
unicamente em alta temperatura indica gque este fator
ambiental afeta de alguma maneira a ralacdo entre aszs duas
variaveis. Em condigdes de baixa temperatura nado ha relagiao
entre as variaveis, mas a condicg3o de alta temperatura
parece ativar uma mecanismo que liga o aumento da atividade

da catalase com a queda da concentragdo viral.
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Aparentemente o aumento da catalase ocorre nas Aareas
verde-escuras, recuperadas ou em vias de recuperacgio (no
caso das verde-claras em alta temperatura). Ao passo que a
peroxidase aparece em niveis maiores nas aresas verde-claras,
onde o virus ocorre em maior concentragdo. Isto sugere que o
aumento da catalase estaria relacionado & recuperacgio desse
tecido. No caso da peroxidase, seu aumento parece ger uma
consequéncia da mailor concentragido viral. Provavelmente esta
enzima, localizada principalmente na parede celular (VAN
UYSTEE, 1987) & parte do mecanismo defensivo para outros
tipos de patdégenos cuja ac3o sobre a parede celular &
fundamental (BUONAURIO et al. 1987). Neste caso a resposta

da peroxidase seria n3o especifica e provavelmente ativada

pela intensa replicacgdo do virus.

7.1. Proposta de um esguema geral para a interpretacgdo
dos resultados.

Um esquema relacionando entre si os diferentes resultados
obtidos ¢ proposto na figura 28. Segundo esta proposta a
alta temperatura afetaria o metabolismo da planta principal-
mente pelo aumento da fotorrespiragdo. & conhecido gue aumen-

tos de temperatura entre 15°C e 35°C induzem aumentos da fo-

torrespiragdo, em proporgioc maior que os da respiragdo e da
fotossintese (ZELITCH, 1971, TOLBERT, 1920b). Este aumento &
explicado, ao menos em parte pela maior solubilidade do O

do gque do COzx na agua, o que aumentaria a disponibilidade
de oxigénio nos cloroplastos. A fotorrespiragdo (Figura 29)

considerada uma consequéncia da competicdo entre O e
COz: por um sitio comum da enzima que, através de carboxila-

cao, inicia o processo de assimilagdo do CO.. Esta enzima,
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REPLICATIVAS '

/ DO ViRUS) +He O,
H:O + O
INIBIGAO DA REPLI-
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Figura 28. Esquema proposto para relacionar as caracteristi-
cas associladas & resisténcia da soja IAC-2 ao VMS. As letras
entre colchetes correspondem as alteragdes demonstradas no
presente trabalho: [a] aumento do nivel de catalase, [b]
associagado entre inclusdes e peroxisomas, fcl qgueda da
concentragdo de virus inversamente correlacionada ao nivel
de catalase e [d] remissido dos sintomas.
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a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase, €& uma
enzima bifuncional: ela realiza a carboxilag3o quando o
COz ocupa seu sitio ativo (reagdo 1 da figura 29), mas

gquando o ocupante € Oz a reacgdo serd de oxigenagdo (reacio
2). O oxigénio seria favorecido, nesta competigido, pela sua
majior solubilidade em alta temperatura resultando numa maior
atividade do ciclo C2. O glicolato produzido no cloroplasto
e metabolizado no peroxisoma pela glicolato oxidase (reagio
2), dgue o transforma em &cido glioxilico. O resto do ciclo

C2 €& completado na mitocédndria, com a produgdo de CO. e

serina. Esta Gltima ingressa no ciclo C3 como 3-P-glicerato
(figura 29). Por cada molécula de glicolato oxidada na
reagdo (3) é produzida uma molécula de perdxido de
hidrogénio. No peroxisoma h& grande quantidade de catalase
HIDROXI~ H,O
2 HAO
//7 PIRUVATO \\\&\wﬁ 2;77/’432;~§\;§305E_P
2
SERINA 3-P-GLICERATO \\
(1)
€02 c
H,oOn” “O2 RIBULOSE é g
= CICLO C2 1,5 P CICLO C3 L L
o, {OXIDAGAD) 2 (REDUGAO) oV
GLICINA D &
\ 2) E
GLIOXILATO P~ GLICOLATO
Hy07 3)
02 GLICOLATO RIBULOSE-5-P

Figura 29. Representaglo esquemdtica da relagio entre fotor-
respiragdo (ciclo C2) e fotossintese (ciclo C3), como propos-
to por LORIMER (1981). O ciclo C3 pode operar independente-
mente mas o C2 (fotorrespiragdo) & parasitario, pois depende

da fotossintese para regenarar o substrato ribulose 1,5-bis-
fosfato.
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que neutraliza os efeitos deltérios do perédxido. O fato de

que seja formado perdxido de hidrogénio (agua oxigenada),
uma das espécies ativas do oxigénio, indica que outras

destas especies podem também ser geradas neste processo
(ELSTNER, 1982, DEL RiO et al. 1983).

7.2. As espécies ativas de oxigénio e a defesa contra

patdzenos.

A produgao de radicais de oxigénio de alta reatividade
quimica, denominados espécies ativas de oxigénio (EAOs), é
uma propriedade dos organismos aerdbicos que parece ser con-
segléncia inevitavel do uso do oxigénio em processos bio-
energéticos. As EAOs s3o0 formas intermediarias da redugdo do
O (dioxigénio) que finalmente formam &gua. No processo
respiratério sdo evitadas as formas intermediarias pela acg3o

da citocromo-oxidase, que forga a reac¢do numa uUnica etapa
envolvendo guatro elétrons:

Owm + 4 @ + 4 HY ——- > 2 H:0O
Nas sucessivas redugdes univalentes do dioxigénio
aparecem as seguintes formas intermediarias, de alta

reatividade (ELSTNER, 1982):

o} §-=i{-+>x-10'(c>u 0,7) 9*—*3-;1-10 e—a——->H+ OH- + H,0 S.H H' 2 H,O
2 2 2 272 2 2
superdxido perdxido hidroxila
de hidrogénio
Estas EAOs , Principalmente o radical hidroxila (OH"),

podem causar sérios danos por oxidagdo na prépria célula em
razdo da sua alta reatividade. O radical OH™ reage
praticamente com gualguer substancia no local de formagdo.
Estes danos s3o evitados por um sigtema capaz de desativar

ag EAOs, do qual fazem parte a catalase, as peroxidases, a
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superdxido dismutase (SOD) e antioxidantes n3o enzimaticos
como glutationa e &cido ascédrbico (MENEGHINI, 1987).

Em animais superiores tem sido bem demconstrado gue as
células wutilizam o potencial deletério das EAOs para
inativar patdgenos, através de diversos mecanismos, como
parte do sistema de defesa contra a infecgdes. Az células
fagocitarias do sangue matam os microorganismos, antes de
fagocita-los, através da grande producdo de EAOs, principal-
mente o anion superodxido (O%~). Nas pessoas que apresen-
tam granulomatose crénica, as células fagocitarias n3o tém
capacidade de produzir EAOs, mas realizam a fagocitose.
Nestes casos ocorre agravamento dos processos inflamatérios,
mostrando a importancia das EAOs no sistema defensivo do
organismo (MENEGHINI,1987).

Nos vegetais ¢ conhecida a formac3o de EAOs em varios
pontos do processo de captac¢ido de energia luminosa para a
fotossintese e também na fotorrespiragio . As EAOs tem sido
associadas aos danos de herbicidas, de poluentes atmosfé-
ricos (como SO;) e de patbdgenos como fungos e virus
{ELSTNER, 1982). Quanto ao envolvimento das EAOs nas
respostas de resisténcia a patdgencs vegetais, =la ja foi
relatada por DOKE e colaboradores. 0 anion superoédxido
(0z7), tem sido vinculado A resisténcia por  hipersensibi-
lidade a Phytophthora em batata (DOKE 1983). Mais recentemen-
te a resisténcia ao virus do mosaico do fumo por hipersensi-
bilidade também foi associada & produgdo de O3~ em fumo
portador do gene N {DOKE and OHASHI,1988).

No esquema proposto na figura 28 a agua oxigenada produzi-
da reage com a catalase do peroxisoma formando o complexo I.
Neste ponto aparece a primeira evidéncia experimental aqui
apresentada para o esquema proposto: o aumento significativo
da atividade catalésica por efeito da infecgdo viral ([al na
figura 28). Em condigdes de baixa temperatura este aumento

80 ocorre na variedade resistente TAC-2.
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O complexo de catalase-H:0. (complexo I) pode seguir
o curso da reagdo catalésica em presenca de mais H:uOu

1iberando'oxigénio e agua, ou pode também reagir peroxidati-
vamente,

Catalase + H,0, —> catalase~H902 (Complexo I)
Complexo I + H,O0,—> catalase + 2H,0+0, (reagdo catalésica)

Complexo I + HZR —>catalase + 2H20+R {reacgdo peroxidativa)

Na reagao peroxidativa podem ser oxidadas substancias
simples, como etanol, metanol ou mais complexas como
3,3 -diaminobenzidina (utilizada nos testes citoquimicos).

O contato dos peroxisomas com asg inclusdes virais €& outro
dado experimental [b] que € interpretado pelo esgquema propos-
to na figura 28. Este contato favoreceria a possivel aciao
das EAOs (H:O. ou outras provavelmente derivadas do
complexo I) sobre as inclusdes virais (setas pontilhadas na
figura 28). As inclusBes citoplasmatica lamelares estdo
aparentemente relacionadas com a replicagdo viral, como
sugerido pela associacdo com ribosomas aqui descrita e pela
literatura recente ( DOUGHERTY and CARRINGTON, 1988).
Portanto o contato das ICL com os peroxisomas, e a provavel
ag&o das EAOs, inibiria a replicacg¢3o do virus provocando a
queda de concentragdo viral [c].

A menor replicagdo e conseglente baixa concentragdo de
virus, levaria a diminuigdo dos sintomas como observado nos
experimentos (fase [d] na fig. 238). Em termos gerais a soja
IAC-2 tem mostrado gue n3o & uma boa hospedeira par o virus:
ele nao atinge altas concentragdes, como as obsevadas em
Santa Rosa. Alem disto, a tendéncia ¢ de queda da concentra-
¢d8o wviral, que ocorre mais rapidamente em alta temperatura

(Figura 25). Provavelmente a baixa concentragdo de virus
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¢ responsavel pela baixa transmissibilidade do virus pela

semente. Os tecidos meristematicos que formam a flor s3o em
geral mais dificilmente invadidos pelos virus. £ provavel
que a baixa concentragio do virus nos tecidos onde

normalmente se replica ativamente dificulte ainda mais a
invas83o dos primdrdios florais, e portanto dos tecidos
esporogénicos, diminuindo ou eliminando a transmissdo pela
semente. £ possivel gque este mesmo mecanismo explique a
menor formagdoc da mancha-café na soja IAC-2. Aparentemente
esta mancha da semente se forma pela invas3o da testa,
durante a fase de primérdio. A baixa concentragdoco de virus
dificultaria a invasdo destes tecidos seminais, de maneira
semelhante ao proposto para os tecidos esporogénicos.

O esquema proposto € consistente com os resultados aqui
apresentados e, embora varias etapas sejam ainda especulati-
vas, oferece uma forma de relagdo e seqléncia 1légicas para

os fendmenos determinados experimentalmente.

7.3. Fotorrespiracdo e resisténcia a virus.

A fotorrespiragdo ¢é responsdvel pela perda de cerca de
25% do CO. fixado pela fotossintese em plantas C3, com con-
centragbes normais de Oz e CO» no ar. Estas perdas podem
ser muito maiores em condigdes de "stress" por alta intensi-
dade luminosa ou por atmosfera com baixa concentragido de
CO:: ou alta de Oz (TOLBERT, 1980b) . Isto significa que
as taxas maximas das atividades carboxilase:oxigenase estéd
entre 3:1 e 4:1, ou seja que por cada 3 ocu 4 CO. fixados
(ciclo C3 fig. 29) & formada uma molécula de glicolato
(LORIMER, 1981). O glicolato & oxidado pela glicolato
oxidase gerando HaOp em quantidades egquimoleculares.

Portanto, se um valor tipico de planta C3 € a produgido de
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30-40 pM/mg clorofila/h de glicolato (LORIMER, 1981), séao
também produzidos 30-40 puM/mg clorofila/h de dgua oxigenada.
A disponibilidade de peréxido de hidrogénio & um dado

importante pois & uma EAO intermediaria que pode gerar

espécies mais agressivas como o) radical hidroxila
({OH” ) (ELSTNER, 1982) . Presumivelmente, o] potencial
deletério da relativamente alta produgdo de H:0. nas
ceélulas onde a fotorrespiraciao € mails ativa, poderia
prejudicar o processo de replicagdo viral, de maneira

semelhante ao gue acontece nas células fagocitarias humanas,
num outro nivel (MENEGHINI, 1987).

A presencga dentro do peroxisoma da catalase, e de outras
enzimas qgque desativam as EAOs (DEL RiO et al. 1983), evita
danos a celula por oxidacg3o. Isto também limita as possibili-
dades de utilizar as EAOs para inativar o patdégenos. Uma al-
ternativa para superar esta limitacdo seria que, de alguma
maneira, seja estimulada a associac3do entre peroxisomas e in-
clusdes citoplasmaticas induzidas pelo virus. Além do conta-
to entre ICL e peroxisomas, ocorre também fragmentacgio
destes o que permite uma maior relagdo superficie/volume, fa-
cilitando o© contato ou a difussdo de EAOs do interior do
peroxisoma. Deste modo as inclusdes virais seriam mais
facilmente oxidadas pelas EAOs, o que resultaria numa menor
producdo de virus.

No presente estudo ha duas evidéncias que sugerem o envol-
vimento de EAOs geradas no peroxisoma no tipo de resisténcia
estudado. A primeira ¢ a associagdo das inclusdes citoplasméa-
ticas com peroxisomas, organela que além do peréxido de hi-
drogénio, muito provavelmente produz outras EAOs, como o
superoxido (0x~) (DEL RiO et al. 1983). A segunda
evidéncia ¢ o aumento de atividade catalasica associado a
infecgdo pelo virus, que pode ser interpretado como

indicativo de maior produgio de H:0.. © aumento da
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catalase provavelmente depende de uma maior atividade fotor-
respiratoria, gue implica uma maior producido de perédxido de
hidrogénio e presumivelmente outras EAOs.

Os resutados apresentados sugerem a idéia de que o
incremento da atividade catalasica estéd, de alguma maneira,
relacionado com a queda de concentragdo viral. Isto é
sugerido principalmente pela significativa correlagdo
inversa encontrada entre esta atividade e o conteudo de
virus. O fato de ter-se verificado que esta correlagdo sd
exigte (e significativa) em alta temperatura indica gue este
fator ambiental afeta de alguma maneira a relac3o entre as
duas variaveis. A condig83o de alta temperatura parece ativar
um mecanismo que liga o aumento da atividade da catalase com
a queda da concentragdo viral. Possivelmente o mecanismo que
liga estes dois fendmenos & o aumento de atividade fotorres-
piratdria, como proposto no esquema da figura 28.

£ concebivel que uma maior guantidade de EAOs
disponiveis, em fungao do aumento da fotorrespiracgao,
facilitaria sua utilizag3o0 no sistema defensivo da planta,
aumentando sua eficiéncia e eceleranado o processo de
recuperago.

Na variedade resistente IAC-2 hi aumento no nivel de
atividade da catalase por efeito da infecg3o pelo VMS, da
ordem de duas a trés vezes, independentemente da temperatura
ambiente (Figura 24). Diferentemente, na variedade susceti-
vel Santa Rosa ndo houve aumento da catalase associado a
infecgido viral em temperatura relativamente baixa {20-24°C) ,
e em condi¢gdes de temperatura alta (30-34°C) o aumento foli
da ordem de 30-60% (Figura 23).

Aceitando gque a atividade da catalase representa também
uma avaliagdo da atividade generativa de EAOs, estes resulta-
dos sustentariam a hipdtese de que, ao menos neste aspecto,

a diferenga entre as duas variedades examinadas reside na
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capacidade de aumentar produgd3o de EAOs em resposta a

infecgdo, mesmo em condi¢gdes de temperatura mais baixa.

A influéncia da temperatura no processo de recuperag¢do da

planta resistente, acompanhado da gqueda de concentracgio
viral, pode estar associada a variac¢des da atividade fotor-
respiratoédria.

7.4. Provavel papsl da catalase peroxisomal no mecanismo

de regigténcia.

Um ponto ndo explicado da composicdo dos peroxisomas & o
alto conteudo de catalase, gue representa de 10 a 25% total
de proteina desta organela. A atividade desta enzima in
vitro € de 1.000 a 10.000 vezes maior que a da glicolato
oxidase, a enzima responsavel pela liberac¢io do perdxido de
hidrogénio, substrato da catalase (HUANG et al. 1983,
TOLBERT, 1980a). Embora ndo haja dados sobre a concentrado
de agua oxigenada in vivo, parace haver um grande excesso de
atividade catalésica sobre a capacidade de producgdoc de
H::O::.  Geralmente ¢ assumido que o excesso de atividade
catalasica garantiria a completa destruigdo do HaOu,
imediatamente apéds produzido. Outra possibilidade que n3o
tem sido considerada, e que merece ser investigada, & que o
excesso de catalase tenha por finalidade acumular HaO.
na forma de complexo I, gue poderia ser utilizado em outros
processos, entre eles no mecanismo de defesa contra patodge-
nos ao nivel celular. Esta interpretac3o permitiria explicar
a grande quantidade de catalase presente nos peroxisomas, e
também seu aumento em soja resistente IAC-2 em resposta a
infeccadon pelo VMS.

Varios aspectos deveriam ser esclarecidos para que esta

hipétese seja comprovada. O primeiro seria estabelecer se en
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condigBes de baixa concentragdo de HzO:, como parece
acontecer in vivo, o complexo I ¢ estavel o suficiente para
funcionar como um compartimento celular.

ODutro asunto a ser esclarecido € se o complexo I pode
oxidar, através de uma reagdo peroxidativa, diretamente o
patdgeno, ou algum componente do seu ciclo celular. OQutra
possibilidade seria que o complexo I funcione como um
reservatério de EAOs, para serem liberadas de acordo com as
necessidades. Neste mecanismo poderia estar envolvida uma

reagao do tipo Fenton, como relatado para as lesdes causadas

pelo HzO0z no DNA nuclear (ELSTNER, 1982, MENEGHINI,

1987). Na reagdo tipo Fenton & gerado o radical hidroxila
(OH"), a mais reativa das EAOs, a partir de H:0. em
presenga de Fe*"®, A catalase ¢ uma hemoproteina, cujo

grupo prostético heme &€ um complexo que inclui o ion férrico

(FRUTON and SIMMONDS, 1958). Provavelmente a partir do

complexo I formado pela catalase mais Hz0. possa ser
gerado através de uma reag¢do similar & Fenton, mas de
maneira controlada, o anion hidroxila e/ou outras EAOs, que
podem danificar o RNA viral, gendmico ou suas formas

replicativas intermediarias.

Ate o presente a fotorrespiragio tem sido interpretada
como um processo ilnevitavel numa atmosfera que contem mais
oxigénio que didxido de carbono, e dadas as peculiaridades
da enzima central da fotossintese: a ribulose 1,5-bisfosfato
carboxilase-oxigenase (LORIMER, 1981). Embora este processo
consuma boa parte do produto da fotossintese, n3do tem sido
dada explicagdo razoavel da sua funcgdo na planta, fora a de
evitar os danos por foto-oxidacg&o e possivelmente a regula-
¢do do nivel de CO: atmosférico (TOLBERT, 1980b). Uma pos-
sivel fung3o adicional da fotorrespiracdo seria a de forne-
cer formas ativas de oxigénio para o sistema defensivo da

planta. Neste caso, por ser a atividade fotorrespiratéria de
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alto custo energético, deveria estar submetida a um eficien-

te mecanismo de controle provavelmente ativado pela entrada
do patdgeno.

Os mecanismos propostos sio consistentes com os dados dis-
poniveis, no caso de soja infectada com VMS, mas & possivel
que estes n3o sejam generalizaveis para outros tipos de re-
sisténcia a outros virus. Por exemplo no caso da resisténcia
ao virus do mosaico do fumo por hipersensibilidade em fumo,
relatado por DOKE e OHASHI (1988), a capacidade de gerar su-
peroxido (0i") desaparece a temperaturas acima de 28gC.
Aparentemente neste caso ndo estaria enveolvida a fotor-
respiragdo, que ¢ mais ativa a altas temperaturas, mas outro

sistema gerador de EAOs.
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s . CONCILUSOES

resisténcia ao virus do mosaico da soja na variedade
TAC-2 se manifesta como forte limitagido & replicagdo do
virus nos tecidos foliares. A distribuigd3o do virus &

provavelmente afetada como conseqliéncia da menor con-

centragio viral.

limitagdo da replicag3o viral € maior em condicdes de
alta temperatura, que conseglentemente induzem a
queda mails répida de concentracdo de virus e aceleram a

remissdo dos sintomas.

queda de concentracgdo viral em alta temperatura esté

correlacionada com o aumento da atividade cataléasica.

variedade resistente IAC-2 tem a capacidade de reagir 2
infecgdo com incremento da atividade catalésica mesmo
em condigSes de baixa temperatura. Esta caracteristica

a diferencia da variedade suscetivel Santa Rosa.
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efeito da alta temperatura na variedade resistente &
observado principalmente no aumento de atividade da

catalase nas areas verde-claras do mosaico.

aumento da atividade da catalase peroxisomal e a
associagdo das inclusdes induzidas pelo VMS com os
peroxisomas, correlacionado com a queda da concentragdo
viral na soja resistente, sugere o envolvimento da
fotorrespiragdo e de formas téxicas de oxigénio no

mecanismo de resisténcia.

mecanismo de resisténcia ao VMS da variedade IAC-2 & de
interesse para o melhoramento, sendo possivel sua
detecgdo através de alguma das caracateristicas da
planta infectada. A testagem na combinagdo com
resisténcia por hipersensibilidade depende ainda da
descoberta de um indicador na planta sadia, pois ¢ un

mecanismo ativado pelo patédgeno.
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