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I. INTRODUGEO

0 grupo dos potyvirus € um dos maiores grupos de virus
fitopatogénicos, contando com 60 virus caracterizados, 32 virus consi
.derados estirpes diferenciadas e 8 possiveis membros, capazes de in
fectar espécies vegetais de 56 familias diferentes (HOLLINGS & BRUNT,
1981), A denominagio do grupo deriva do nome do virus tipo, o virus
Y da batata, na 1%ngua inglesa: "potato ¥ yir;s". . Entre as caracte-~
risticas compartilhadas pelos potyvirus se destaca a morfologia e ta
manho da partfcula viral: ela & alongada, flexuosa e seu éomprimento
varia entre 720 e 800 nanbmetros (mm) (HARRISON et al,, 1971). O ge
noma dos potyvirus € formado por uma finica molécula de RNA de cadeia
simples, com um peso molecular entre 3,0 X 106 e 3,5 X 106, que re—
presenta cerca de 5% do peso da particula viral. A molBcula de RNA,
disposta em forma helicoidal, € coberta por uma capa proteica formada
por mais de 2,000 subunidades de um finico tipo de proteina com  peso
molecular de 30.000 a 33,000 (30K a 33K) (HOLLINGS & BRUNT, 1981),
Muitos potyvirus causam sérios problemas a agricultura, Como exemplo
pode ser citado o virus do mosaico da cana, que na década 1920-30

provocou severas perdas na produgdo de aglicar em todo © hemisferio



ocidental (MATSUOKA, 1982). O proprio virus tipo do grupe, o virus
Y da batata, encontra-se espalhado em todas as regioes produtoras de
batata do mundo, causando em alguns paises perdas significativas por
degenerescencia da batata destinada a "semente"., A cultura do ma-
moeiro nas regioes produtoras do sul e centro do Brasil, tem sido 1i
mitada pela presenca de um potyvirus, o causador do mosaico do ma-
moeiro (''papaya ringspot virus").
0 virus do mosaico comum da soja ("soybean mosaic vi-
rus™), utilizado como modelo no presente estudo, e um representante

tipico dos potyvirus que se encontra espalhado em todo o mundo gra-

cas a transmissdo pela semente. Embora as perdas causadas pelo vi-
rus do mosaico comum da soja (VMCS) mao sejam consideradas preocupan-
tes, este virus & uma ameaga potencial para a cultura da soja {Gly—
cine max (L.) Merr.}, particularmente para Estados Unidos e Brasil,
os dois palses que concentram atualmente a producao mundial = (IRWIN

& GOODMAN, 1981).



11. REVISEO DE LITERATURA

1. Tnclusoes citoplasmiticas induzidas pelos potyvirus

1.1. Morfologia’

Os potyvirus induzem a formagao de diversos tipos de
inclusoes citoplasmdticas e, menos frequentemente, intranucleares. As
inclusdes citoplasmzticas lamelares (IL) sao comuns a todos os mem
bros do grupo (EDWARDSON, 1974). Estas inclusoes, também denomina-
das inclusoes cilindricas ou inclusoes citoplasmaticas (HOLLINGS &
BRUNT, 1981), sao formadas por uma lamela basica, que pode adotar di
ferentes disposicoes originando tres tipos de inclusoes: a) rolos
gue sao visiveis nas secoes transversais como tais, e como tubos nas
longitudinais (Fig.1l-A); b) cataventos ou "pinwheels” na lingua in
glesa, que consistem em varias lamelas geralmente curvadas que con-
vergem num eixo ou regiao central (Fig. 1-B); e c¢) agregados la
minados, geralmente de aspecto rigido, formados por varias camadas
da lamela b3sica (¥Fig. 1-C). Podem ‘também ocorrer combinagges des
tas tres configuragaes, aparecenedo as vezes cataventos formados por
lamelas que formam parte de agregados laminados, ou rolos cuja lame

1a continua num agregado laminado. Cada uma das configuragoes das



Fig. 1.

\

Diferentes tipos de inclusoes lamelares formadas por distin
tas disposigoes da lamela bdsica. A. tubos ou rolos, B.
catavento, C. inclusao laminada. D. Modelo de inclusao
tipo catavento em forma de ampulheta, que geometricamente
corresponde a uma superficie hiperboloide eliptica (redese-

nhado de MERNAUGH et al,,1980).



inclusoes lamelares tem formas que correspondem a diferentes COrpos
geométricos, Assim as inclusces laminadas seriam prismas de reduzi-
da altura e base triangular ou quadrangular, semelhantes a placas
triangulares ou quadrangulares, ao passo que os rolos ou tubos seriam
aproximadamente cilIndricos. Os catéventos seriam conicos segundo es
tudos de cortes seriados (RUBIO-HUERTOS y LOPEZ-ABELLA, 1966; ED-
WARDSON, 1966). Mais recentemente MERNAUGH_EE_EL.,(1980) aplicaram
geometria analitica com auxilio de computador para interpretar cortes
seriados de cataventos, com variacio no angulo de exame ao microsco-
pio eletronico. Estes autores concluem que a forma tridimensional
dos cataventos nac e exatamente conica, correspondendo mais a uma su-
perficie hiperboloide-eliptica, semelhante @ forma de uma  ampulbeta
(Fig. 1-D}.

As trés formas de inclusbes lamelares mencionadas nao
sao induzidas simultaneamente por todos os membros deste érupo de vi-
rus. Esta variacdo ma estrutura das inclusoes, considerada uma  ca=-
racteristica especifica do virus, levou a EDWARDSON (1874) a classifi
car os potyvirus em tres subdivisbes de acordo com a presenga das se
guintes estruturas nas inclusbes lamelares: Subdivisao I, rolos e
tubos; Subdivisdo I1I, inclusoes laminadas e Subdivisao TII com rolos
e inclusoes laminadas juntas, O virus do mosaico comum da soja per—
tence a subdivisao II1I pois induz roles ou tubos e inclusoes lamina-

das (EDWARDSON, 1974).



1.2, Composigéc das inclusces lamelares

A composicao das TL tem sido estudada atraves de cito-
quimica em micrescopia Gptica (RUBTO-HUERTOS, 1950) e eletrdmica (SHE
PARD, 1968; WEINTRAUB & RAGETLI, 1968; HOEFFERT, 1969) e tambem  por
purificaggo parcial (HIEBERT & Mc DONALD, 1973). Estes estudos de-
monstram que as jinclusoes sao principalmente protéicas, pois sa0 sus
ceptiveis i digestdo com tripsina, pepsina ou subtilisina. Sao for~
madas por uma Unica proteina com peso molecular entre 67K e 70K, on
seja mais do dobro do peso molecular da proteina da capa viral. As
molédculas protéicas estdo disposta pa lamela das inclusoes  formando
fileiras, visiveis em preparagoes aplicando a técnica de criogravura
("freeze etching") (McDONALD & HIEBERT, 1974), As fileiras de molé
culas proteicas corresponderiam 3s estrias com periodicidade de 5 nm
que sao observadas nas inclusoes contrastadas negativamente (EDWARD-

SON, 1974).

1.3. Origem das inclusoes lamelares

A associacao das inclusoes lamelares com a infecgao por
- fnd A 4 - . -~
virus & um fato conhecido praticamente desde as primelras observacgoes

destas estruturas ao microscdpio eletrdnico (DAVID-FERREIRA e BORGES,

1958 in EDWARDSON, 1974), Numerosos trabalhos tem abordado dife-

rentes aspectos destas inclusces, fornecendo diversos tipos de  evi-

dencias de que a fcrmaggo das inclusoes lamelares estd associada a3



infeccao por potyvirus. Algumas destas evidéncias sao: 1. A protei-
na das IL, embora diferente serologicamente da proteina do capsideo,
é diferente para virus diferentes (SHEPARD et al,, 1974, HIEBERT et
al. , 1971, PURCIFULL,et al., 1973); 2. As inclusbes induzidas por
um mesmo virus em diferentes hospedeiras tem a mesma morfologia  (ED
WARDSON, 1974), sao serologicamente idénticas e sem relaggo serongi
ca com as proteinas da hospedeira (PURCIFULL et al,, 1973); KNUHTSEN
et al. , 1974); 3. os virus cujas proteinas capsidiais sao relaciona
das imunologicamente induzem inclusdes que podem ter relacao seroyé
gica (PURCIFULL EE_él.,IQTB). Em resumo, estes resultados . indicam
que as caracteristicas das inclusDes lamelares sao controladas pelo
genoma viral, como seria posteriormente demonstrado de maneira dire-
ta (DOUGHERTY & HIEBERT, 1980b), Contrariando estes pentos de wvis-
ta, alguns  trabalhos tém atribuido a formagdo das inclusoes lamela-
res a fatores hormonais (WILSON et al., 1974, WILSON, et al,, 1976).
Estes trabalhos foram realizados com células de cenoura considerada
sadia, cultivada in vitro. As estruturas tipo inclusao lamelar fo-—
ram observadas quando celulas cultivadas no meio de White sao indu
zidas para crescimento morfogenético por tratamento com zeatina e in
dol acético. A interpretacao dada foi que as inclusoes lamelares se
riam configuracoes assumidas por proteinas estocadas na celula,
quando colocada em determinadas condigoes de cultura. Posteriormen-

te foi admitido que estruturas tipo catavento  podem ser  formadas



tanto por infecgao viral como per tratamento com substancias promoto
ras do crescimento em cultura in vitro, nao sendo possivel estabele
cer se existe alguma relacao entre as estruturas originadas pelos
dois tipos diferentes de fatores (ISRAEL & WILSON, 1977).

Trabalhos posteriores demonstram, através da teécnica de tradu
cao do RNA viral in vitro, que a proteina das inclusoes & um dos
produtos da tradugao do genoma dos potyvirus (DOUGGHERTY & HIELBERT ,
1980a, b e c; HELLMAN et al., 1980). As proteinas das inclusces la
melares e das inclusGes intranucleares, por exemplo, do virus do
"oteh" do fumo (“tobacco etch virus", TEV), sdo os principais pro-
dutos da tradugao in vitro,  junto 2 proteina do capsideo. Aparen-—
temente o genoma dos potyvirus e traduzido in vitro, tanto no siste
ma do germe de trigo ou de lisado de reticuldcitos de coelho,  como
se fosse um unico cistrom, originando assim uma poli-proteina que
posteriormente e processada, liberando as fragoes correspondentes a
cada uma das proteinas codificadas no RNA viral (DOUGHERTY &HIEBERT,
1980; VANCE & BEACHY, 1984). 0s estudos in vitro demosntram cla-
ras diferencas com outros virus cujo genoma & tambem formado pela
fita positiva do RNA. Muitos destes'vfrus tem parte de seu  genoma
"fechado" 3 traducac, como & por exemplo o caso do virus do mosai-
co do fumo ("tobacco mosaic virus, TMV") cujo RNA intacto traduzido
in vitro nao produz a proteina do capsideo (EFROM & MARCUS, 1973).

Na planta infectada com TMV a proteina capsidial & produzida em



grande quantidade (SINGER, 1971), a partir de fragmentos sub-genomicos
de RNA que contem unicamente o cistron correspondente 3 proteina viral
(BRUENING et al., 1976; HIGGINS et al., 1976). FEste tipo de estrate
gia do genoma viral, onde diferentes proteinas sao produzidas pela tra
dugao de fragmentos sub~genomicos de RNA, & comum a varios grupos de
virus vegetais (DAVIES & HULL, 1982). Nao existe informagao  sobre
diferencas entre as situacSes in vivo e in vitro, como ocorre com 0O

TMV, para os potyvirus.

1.4, Significagao fisiopatologica das inclusoes lamelares

A funggo das inclusoes lamelares no contexto dos pro-—
cessos que ocorrem na celula infectada por virus, ou seja na sua fi-
siopatologia, & o aspecto menos conhecido destas estruturas. Nao
existe at® hoje nenbum relato de demonstracdo experimental direta da
fungao das inclusoes lamelares . Diversas hipoteses tem sido  propos-
tas, algumas incompativeis com o comhecimento atual sobre a origem
destas inclusSes. Por exemplo os trabalhos de LAWSON et al, (1971) e
de ANDREWS e SHALLA (1974) sugerem que as inclusoces lamelares seriam
formadas na membrana plasmatica, em associacao com os plasmodesmas ,
podendo demorar a distribuigao sistBmica de virions, Nesta mesma li-
oha encontra-se a interpretagao dada por CHAMBERLAIN (1974, 1975) &

correlacao negativa observada entre intensidade dos sintomas e quanti

dade e tamanho das inclusoces induzidas por "ryegrass mosaic virus”
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em diferentes linhagens de Lolium multiflorum, Considera esta auto

ra que as inclsuoces seriam produzidas pela planta em resposta a2 in-
feccao viral, como parte do seu mecanismo de tolerancia. Estas in-
terpretacoes levam implicito o conceito de que as inclusces dificul
tam o estabelecimento do virus na hospedeira, o que nao concorda com
o fato mais recentemente. demonstrado, de serem as inclusces forma-
das por proteina codificada pelo proprio virus. (DOUGHERTY & HIE-
BERT, 1980b).

Outra possivel funcgdo das inclusoes lamelares foi su-
gerida por MATTHEWS (1981) que considera que seriam reservatorios de
proteina do capsideo viral, de uma forma que precisa ainda ser pro~
cessada antes da montagem do virus. Segundo esta hipdtese a  pro-
tefna das inclusoes lamelares, com peso molecular de 68-70K, conte-
ria um fragmento de 30K com a seqgiiéncia da proteina do capsideo,
embora oculta para o reconhecimento serologico, Este fragmento cor
respondente a proteina capsidial seria liberado pela acao de alguma
enzima proteolitica, para sua utilizagdo na montagem das particulas
virais. At8 o presente nao existem evidencias que déem suporte a
hipotese de MATTHEWS.

Qualquer que seja a fungao das inclusces  lamelares,
deve ser bastante importante para o virus j3 que em alguns potyvirus,
como o TEV, 50% do genoma é dedicado i informagao referente #s  in-

clusoes citoplasmitica e intranucleares (DOUGHERTY & HIEBERT, 1980c).
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2, Associacao entre virus e organelas celulares

i

Diversos virus vegetais aparecem na celula infectada
em estreita associacgdo com organelas celulares, Por exemplo o vi-
rus do anel do pimentao (VAP, Tobravirus), de morfologia alongada e
particulas de dois tamanhos (200 mm e 50 mm}, ocorre dentro da celu—
la em agregados onde os virions tem uma ou as duas extremidades em
contato com a membrana extérﬁa de mitocondrias (KITAJIMA & COS5TA,
1969). Os tymovirus, cuja particula & isométrica de ca, 30 nm de
diZmetro, tem seu genoma sintetizado no cloroplasto e a particulas
sho montadas na superficie desta organela (MATTHEWS, 1981),

As particulas dos potyvirus podem ser vistas alinha-
das na superficie do tonoplasto (HOLLINGS & BRUNT, 1981), ou aderi
das 3 membrana externa das mitocondriasmno caso de Datura infectada
pelo 'henbane mosaic virus" (KITAJIMA & LOVISOLO, 1972). As in-
clusoes lamelares induzidas pelos potyvirus tem sido descritas asso
ciadas ao reticulo endoplasmatico, aparentemente envolvido na forma
cao destas inclusces (HOOPER & WIESE, 1972), e tambem em contato
com a membrana plasmitica, geralmente nas proximidades de uma area
de plasmodesmas (ANDREWS & SHALLA, 1974). As inclusoes induzidas pe
lo potyvirus causador do mosaico da cenoura foram observadas em con
tato com vesiculas provavelmente derivadas do Golgi por CAMARGQ et

al. (1971).
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3, Peroxisomas e infecgao viral

0s peroxisomas sao organelas citoplasmiticas morfolo-
gicamente definidas como microcorpos, que se caracterizam por  pos-
suir catalase e pelo menos uma oxidase produtora de peroxido de hi-
drogenio (dgua oxigenada, H,0,), Estes microcorpos tem sido observa
dos em praticamente todos os tipos de células vegetais, sao limita-
dos por uma membrana simples, e seu difmetro varia entre 0,2 e 1,5
um (MOLLENHAUER et al, , 1966). Os peroxisomas foliares, caracte-~
risticos do parenquima do mesdfilo, sZo especialmente conspicuos pe
lo maior tamanho, e também pela abundancia desta organela (HUANG et
al., 1983). Um tipo particular de peroxisoma sao os glioxisomas, co
mumente encontrados em tecidos‘de sementes Ticos em lipidios, que
tem um importante papel na mobilizagao das reservas_seminais (BE-
EVERS, 1979). Embora todos os tipos de peroxisomas possuam algumas
enzimas bAsicas comuns {(catalase mais ‘alguma oxidase), em alguns te
cidos cont®ém enzimas adicionais que participam em metabolismos es
pecificos. Um claro exemplo disto @ a especializagﬁo para a sintese
de alantoina, que ocorre nos peroxisomas de células dos nodulos da
raiz em algumas leguminosas (HUANG et al., 1983).

A fungao dos peroxisomas foliares nac est2 ainda to-
talmente caracterizada, embora sejam junto aos glioxisomas, os micro
corpos melhor conhecidos (TOLBERT & ESSNER, 1981), Nzo hi ddvidas de

que os peroxisomas estao en volvidos no fenomeno da fotorrespiragao ,

um processo que consome uma parte significativa da energia capturada
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atraves da fotossintese, mas nao pode ser considerada a organela da
fotorrespiracac, pois neste processo intervem também cloroplastos, mi
tocondrias e citoplasma (ou citosol). As enzimas presentes no inte
rior do peroxisoma estao, em geral, relacionadas com o metabolismo do
glicolato, e visariam & reutilizagao deste composto cuja formagdo pa-
rece ser uma conseqiencia inevitdvel da fotossintese numa  atmosfera
com 217 de oxigenio. Embora com consumo de energia, o peroxisoma per
mite através das suas enzimas, e em cooperagao com a mitocondria, a for
macao de glicerato utilizavel no ciclo fotossintético (ciclo de  Cal
vin), e dos aminoacidos serina e glicina (TOLBERT, 1980).

Uma das enzimas caracteristicas do peroxisoma € a ca-
talase, uma hemoproteina que & capaz de decompor o perSXido de hidro-
génio (3gua oxigenada), Embora tenha sido bastante estudado o efei-
to das infeccOes virais sobre uma outra enzima de natureza heminica
nao localizada no peroxisoma, a peroxidase (VEGETITI et al., . 1975,
SHEEN & DIACHUN, 1978), muito pouco existe na literatura sobre efei-
to da infecgao viral sobre a catalase. De ZOETEN et al. (1973)  ci-
tam resultados nac publicados sobre um aumento da atividade catalasi-
ca em tecidos de ervilha infectados com ''pea enation mosaic virus'.
Este virus nao aparece, na celula infectada, relacionado com os pero
xisomas (PETERS, 1982),

A1teragses dos peroxisomas por efeito da infecgao vi-
ral foram descritas por KITAJIMA & COSTA (1974) para o virus do mo-
saico da beringela, e por RUSSO et al, (1983) para o "Cymbidium ring

apot virus™. Para nenhum destes virus foram estudadas alteracoes
P
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de atividades enzimaticas localizadas no peroxisoma.

Segundo EDWARDSON (1974) os microcorpos podem aparecer
como parte das massas formadas por mitocondrias, reticulo endoplasa%
tico e outras organelas, junto as inclusoes lamelares induzidas pe-
los potyvirus, Segundo este autor o numero de microcorpos parece au
mentar em resposta 4 infeccglo por alguns potyvirus,

No presente estudo & descrita a associagao das inclu-
soes lamelares induzidas pelo virus do mosaico comum da soja, com
peroxisomas foliaresl A identificagho desta organela & confirmada a-
traves do estudo citoquimico ao nivel de microscopia eletronica, £
também analisado o efeito da infecgdo viral sobre o nimero de peroxi-
somas por célula e a formacao de agregados destas organelas, A alte-
racao na atividade de uma enzima peroxisomal, a catalase, € analisa-
da em relacdo com a infecgao viral e comparada com o comportamento de

n Al - -
uma enzima nao peroxisomal: a peroxidase,
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III. MATERIAIS E METODOS

1. Virus e plantas hospedeiras

Foram utilizados no presente estudo varios isolados do
vIrus do mosaico comum da soja mantidos in vivo na colegao da Sec¢ao
de Virologia do Imnstituto Agronomico de Campinas (TAC). A maior parte
dos experimentos foi realizada utilizando o isolado SMV-10, caracteri-
zado por induzir sintomas severos, € 0 isolado SMV-8 que induz sin~
tomas suaves. A inoculacdo das plantas foi feita pelo método mecanico
tradicional: polvilhamento com carborundo malha 450 e posterior apli-
cagdo manual do inbeculo, obtido por maceragao de folhas infectadas em
almofariz, em tampao fosfato 20mM, pH 7,0, com igual molaridade de
sulfito de sodio.

Duas variedades comerciais de soja foram utilizadas: San
ta Rosa, uma variedade muito susceptivel ao VMCS, e IAC~2, um cultivar
(cv.) desenvolvido pelo Instituto Agronomico de Campinas que e mediana
mente tolerante ao VMCS. Normalmente as plantas foram inoculadas no
estagio de duas folhas primirias e mantidas em condigoes de casa de ve
getacao durante todo o estudo, No experimento destinado a observar al
teracoes na atividade enzimatica da folha inoculada, a inoculacao foi

feita na primeira folha trifoliolada.
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2. Microscopia eletronica

2.1. Preparacao de amostras para estudo morfologico

Amostras de folhas das diferentes combinacoes de culti-

vares de soja e de isolados de VMCF, ou sadias, foram processadas para

- R » - ” . -
o exame ao microscopio eletronico, segundo ¢ seguinte  esquema:

1.

Fixagao em mistura de aldeidos, consistente em 2,57 de glutaral
deido e 4,07 de formaldeido (obtido por despolimerizacac de
paraformaldeido) em tampao cacodilato 50 mM, pH 6,8 (KARNOVSKY,

1965), durante duas horas a 1-49C.

Posfixaggo em tetroxido de osmio (0504) 1% em tampao cacodila-

to 50 mM, pH 6,8 durante 12-~14 horas a 1-49C,

Contrastagao‘ig bloco com acetato de uranila 27 em tampao
Na-maleate 50 mM, pH 6,2 (pH final aproximado de 3), durante

4~5 h a 49C e protegido da luz (KARNOVSKY, 1967).

Apos lavagem em agua destilada, o material foi desidratado numa
série de solucoes de acetona de concentracoes crescentes, ate

. ) . -~
acetona anidra, onde foram feitas tres trocas.

Inclusao em resina epoxi, segundo a formulacao proposta por

MOLLENHAUER (1964) consistente numa mistura de Araldite 6005 e

Epon 812,

Os cortes ultra~finos (cor de interferencia prata ou le

vemente dourada) foram obtidos num ultramicrotomo Porter Blum MT~1
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(Sorvall- Du Pont) e coletados em telinhas de cobre malha 100 com fil-
me de Par lodium reforgado com carbono. Apds contrastacao com citrato
de chumbo (VENABLE & COGGESHALL, 1965), os especimes foram observa-
dos num microscopio eletronico Elmiskop I (Siemens) operando a 80 XKV,
Alguns experimentos foram realizados acrescentando na
primeira fixacao o aditivo DIECA (dietil-ditio-carbamato de sodio) 10
mM, que segundo LANGENBERG e SCHROEDER (1973) melhora a preservacao
das inclusoes laminadas. TFoi tambem utilizada a fixacao simult@nea em
glutaraldeido 47 e 0s$4 17, em tampao cacodilato 50 mM, pH 6,8 em con
digSES de banho de gelo durante 2 h (GLAUERT, 1975), e posteriormente
completado o processo anteriormente descrito a partir da contrastagao

com acetado de uranila.

2.2, Citogquimica

A localizagac intracelular da catalase foi feita utili-
zando 3,3"'- diaminobenzina (DAB) (NOVIKOFF & GOLDFISHER, 1969), segun
do o método de VIGIL (1969). O principio do metodo e a atividade pero
xidasica da catalase em condicoes de pH alto (ca. 9,0-10,0), que em
lugar de liberar oxigénio, como o faz normalmente na fungao cataldsi-
ca, oxida a DAB formando um composto insolivel que se torna opaco aos
elétrons durante a osmicacao e pode ser identificado facilmente ao mi
croscopio eletrdnico. O esquema de processamento foi o seguinte.

1. Fixacao em glutaraldeido purificade 3% em tampao fosfato 50 nM,

pH 7,0 durante 90 minutos a 49C e posterior lavagem no e SO
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tampao por 2h.

2. Pre-incubagao mo meio de DAB sem 3202 durante 20 min. a 372C
para facilitar a penetracao da DAB.

3. Incubacao no meio de DAB completo, durante 45 min. a 379C. O
meio de DAB completo comsiste em : DAB (tetra cloridrato) 5,5
mM, tampao propanediol (2-amino-2-metil-l,3-proprancdial) 50
M, pH,9,0. e peroxido de hidrogenio (HZOZ) 17 mM. Apos a
inoculacao o material & lavado no mesmo tampao e tratado  com

osmio 12-14 horas a 1-49C.

4. Desidratagdo e inclusao segundo o mesmo esquema utilizado pa-
ra o estudo morfologico.

Os especimes preparados para .citoquimica foram exami
nados ao microscopio eletronico sem nenhum tipo de contrastacao, ou
como indicado em algumas micrografias, contrastados na telinha com
acetato de uranila 27 em agua e citrato de chumbo segundo VENABLE e
COGGESHALL (1965).

Para o estudo citoquimico aomicroscopio optico foram e
xaminados cortes semi~finos, de ca. 1,5-2,0 um de espessura monta
dos em lamina de vidro. Estes especimens foram examinados levemente

contrastados com azul de tojuidina, que facilita o reconhecimento dos

diferente tipos de tecidos.

3, Determinacao de atividade enzimiticas

3.1. Preparacao dos extratos




-1G-

Foram realizados ensaios preliminares com diversos tam
poes e métodos de extragao, procurando maximizar a atividade enzima-
tica, especialmente da catalase que ocorre em niveis relativamente bai
xos e & afetada por diversos fatores. 0 metodo utilizado nos experi
mentos consistiu na homogenizacao em almofariz frio de 0,4 a 1,0 g de
folha, em 2-3 ml de tampao Tris - HC1 50 mM, pH 7,7 e centrifugado a
5.000 vr.p.m. por 20 min. e o sobrenadante foi diretamente utilizado
na dosagem de atividade enzimitica, Todo o processo de extracao foi
realizado a 49C e os extratos mantidos eﬁ banho de gelo ate o en—
saio enzimatlco, gque mo caso da catalase foi executado no mesmo dia
da extracdo e para a peroxidase no maximo até 48 horas apos a extra-
cao. Foi comprovado em ensaios preliminares, que nestes periodos
as atividades enzimaticas dos extratos nao sao alteradas.

Para o calculo de atividade por materia seca foi de-
terminada a porcentagem de peso seco de uma allquota de cada amostra,

por secagem a 809C durante 48 horas.

3.2. Ensaio da catalase (FEC 1.11.1.6)

A catalase foi dosada pelo metodo espectrofotométrico
(LUCE, 1965) que consiste em monitorar a decomposicao da dgua - oxi-

genada a 240 nm (ultravicleta). O ensalo fol realizado em celula

espectrofotometrica de silica de 10 nm de espessura (caminho Optico),

contendo 3 ml de tampao fosfato-citrate 65 mM, pH 7,0 com 50 ul do
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do extrato cuja atividade catalidsica deve ser dosada. A reagcao e
iniciada acrescentando 40 jymol (40 M1 de solucao 1 M) de Hy0,
por meijo de bastao de vidro que permite agitar a mistura. As leitu
ras da DO (densidade Gptica) foram feitas a cada 20 segundos du-
rante o primeiro minuto de reacao, a a cada 30 segundos no segundo
pinuto. Para o calculo da atividade catalasica foram utilizados os
criterios definidos por LUCK (1965), mas ajustando uma reta de re-
gressao para o logaritmo natural da DO vs. tempo, a fim de wutili-
sar no calculo as cinco primeiras leituras de DO (primeiro minuto e
meio de reagﬁo). Com este procedimento evita-se o erro que pode re-

sultar da utilizacao da leitura inicial e final unicamente:

— (In DO, - 1an DO,) ou =1 1p _DOL
k= AL 1 2 K AL D02
onde At : intervalo de tempo entre as leituras
DO, : densidade optica inicial
DO,: densidade optica fimal

0 valor k de atividade enzimatica foi convertido em unidades de cata~
lase, ja que a reacao catalizada por esta enzima deve ser considera
da de primeira ordem. Uma unidade de catalase e a quantidade de en-
zima que decompoe a metada do peroxido de hidrogenio, de uma solugao

de qualquer concentragao, em 100 segundos a 25¢C (LUCK , 1965). Nes

te caso uma unidade de catalase (UC) corresponde a:
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L - 1 1n 2 = 0,693 = 6,93, 10 seg "

st

100 seg 100 seg

O nimero de unidades de catalase presentes na amostra e obtido pela
relacao entre o k observado e o ku = 6,93.. 10_3.seg—l

uc = k obseigado
6,93.10

A atividade catalasica foi expressada em UC por g de peso fresco  ou

por mg de peso seco, considerando nos calculos o volume de extrato
obtido, o peso fresco de material extraido e a porcentagem de peso

seco do mesmo.

3.3. Ensaio da peroxidase (EC 1.11.1.7)

A peroxidase foi dosada pelo meétodo de FARKAS e STAH~
MANN (1966), que utiliza  guaiacol como doador de eletrons, e cuja
oxidagao pode ser acompanhada espectrofotometricamente a 470 nm. 0]
ensaio foi realizado em celula espectrofotométrica de 10 mm de espes
sura, num volume de 3 ml de tampao fosfato-citrato 65 mM, pH 7,0,
com 9 3mol de guaiacol e 0,1 ml de extrato enzimatico. A reagao
& iniciada pela adicao de 20 umol de substrato, agua oxigenada, e
apos misturar foram feitas leituras da DO cada 20 segundos, no pri-
meiro minuto, e cada 30 seg. no segundo. 0 valor da atividade enzi
matica foi obtido ajustando uma reta de regressao (método de minimes
quadrados) aos valores de DO obtidos no primeiro minuto e meio de

reagao. Neste perlodo a resposta foi linear. A atividade peroxidia-
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sica foi finalmente expressada em variagao de DO por grama de peso se

co e por minuto (A DO. gml. min_l).

3.4. Delineamento experimental

Para as determinacGes de atividade enzimatica foi uti-
lizado um lote de 36 plantas do cv. Santa Rosa e igual nimero do  cv.
IAC-2. Metade das plantas de cada variedade foi inoculada com VMCS, e
as nao inoculadas utilizadas como controle. Tres blocos formados com
seis plantas de cada um dos quatro tratamentos resultantes, foram dis
postos na casa de vegetacao na forma de blocos aleatorizados. Para
cada amostragem foi retirado  um foliolo de cada folha, juntado aos
foliolos das folhas da mesma idade e tratamento, e processados separa
damente para cada bloco. Desta maneira foram obtidas trEsmdetermina—
coes independentes da atividade enzimatica para cada um dos quatro tra

tamentos e para cada idade de folha.
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1V, RESULTADOS

1, Alteragaes da estrutura celular

0 virus do mosaico comum da soja, como todos os poty-—
virus, induz a formagao de inclusoes lamelares no citoplasma, princi
palmente nas células da epiderme e do parénquima fotossintetizante das
folhas de soja. Estas inclusoes sao do tipo rolos e cataventos e
tamb®m inclusoes laminadas que embora menos comuns aparecem com cer-—
ta freqiéncia nas células epidermicas (Fig. 2)., Nas folhas que rece-
beram a inoculacio somente algumas c8lulas contem inclusces lamelares,
gue ocorrem em escasso mumero e geralmente em contato com a membrana
plasmatica (Fig. 3,4), Nas folhas invadidas sistemicamente a maior
parte das células do mesofilo e da epiderme contem abundantes inclu-
soes lamelares, geralmente formando grupos proximos ao nlcleo celular
(Fig. 6). Estes grupos atingem maior tamanho, e sao formados por um
numero maior de inclusoes, nas celulas epid@rmicas (Fig. 2). Em al
guns casos os grupos se formam em volta de uma regido citoplasmati-
ca de actmulo de membranas do reticulo endoplasmidtico, formando thE

los e vesiculas (Figs.2,5).
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Fig. 2.

Tnclusces lamelares induzidas pelo isolado SMV-10 do VMCS
numa célula epidermica de soja Santa Rosa. Aparecem  in-
clusao tipo rolo (r), cataventos (c¢) e laminadas {i) . v.
particulas virais, rt: veticulo endoplasmatico tubular.
Figs. 3-4. Inclusces lamelares ma folha inoculada (isola
do SMV-10 no ev. Santa Rosa) proximas @ mmebrana plasma

tica (mp) e a plasmodesmas (p).
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1.1, Contato das inclusces lamelares com organelas celulares

Nas folhas invadidas sistemicamente & muito frequente
observar nas ce@lulas do mesofilo, que as inclusoes lamelares apare
cem em contato com organelas citoplasmaticas do tipo dos microcor-
pos (Figs, 5,7), Nas folhas que receberam a inoculacao mecanica nao
foi observada a associacac das inclusoes lamelares com os microcor~
pos.

As organelas observadas em contato com as IL tem dia-
metro entre 0,5 e 1,5 yim, sao limitadas por uma membrana trilaminar
simples e seu conteudo, de aspecto finamente granular, apresenta em
alguns casos uma regiao mals densa aos elétroms (¥ig. 7). Estas or
ganelas, caracterizadas morfologicamente como microcorpos, cCOrrespon
dem aos peroxisomas, como demonstrado mais adiante,

0 contato das inclusdes parece produzir deformacdo da
organela, por invaginacao da membrana, dando a impressao de que a IL
"empurra" a membrana para o interior (Fig. 7). Em outras micro
grafias ha sugestdo de gue a membrana externa da organela tende a

acompanhar a superficie da inclusao (Fig. 6).

1.2, Identificacao citoquimica das organelas associadas ds in-

clusoes lamelares

A 1oca1iza§§o da catalase ao nivel ultraestrutural, a-

través da reacao com diaminobenzidina (DAB), demonstrou que  as

e
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Inclusao tipo laminado (i) e rolos (r) em contato com um
peroxisoma {(px), rt: reticulo endoplasmatico tubular. Iso
lado SMV-10, cv. Santa Rosa. Fig. 6. Inclusces lamera-
res induzidas pelo isolado SMV-8 mno cv. Santa Rosa, =~ em
contato com peroxisomas (px). As pontas de setas cheias
indicam pontos onde as inclusoes parecem "empurrar” a
membrana peroxisomal; a ponta vazia indica a membrana que
parece acompanhar a inclusao. A seta maior indica um pon

to de contato entre peroxiscmas onde poderia ocorrer fu-

580,
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organelas associadas as inclusoes contem esta enzima (Figs., 8-16), Es
ta caracteristica confirma que essas organelas sao peroxisomas.

A atividade cataldsica localizada através da reagao da
DAB aparece unicamente nos peroXisomas, especialmente conspicuos no
parénquima fotossint@tico. Nao foi possivel demonstrar atividade cata
lasica, e por conseguinte presenga de peroxisomas, nas células da epi

derme.

1.3. Aspectos da associacao entre peroxisomas e inclusoces lame~

lares

0 fendmeno da associacao entre IL e peroxisomas foi ob-
servado em diversas variedades, além das duas utilizadas no  presente
estudo: a Santa Rosa muito suscetivel ao VMCS (Figs. 5-10), e a IAC-
2 medianamente tolerante ao virus (Figs. 11, 12, 16). Foi tambem veri
ficado com diferentes isolades do‘VMCS, tanto noOs Severos como © SMV—
10 {Figs. 5, 8-16), como nos que induzem sintomas fracos, como o SMV-
8 (v¥igs. 6,7).

As inclusoes podem aparecer em contato com peroxisomas
que apresentam uma regiao mais densa, ou nucledide, ou que carecem des
ta estrutura (Figs. 6,7). Também ocorre a associacao entre inclusdes
lamelares de diferentes tipos com.os peroxisomas (Figs, 5,76).

Os métodos de fixacdo utilizados nac afetaram a associa

ggo entre peroxisoma e IL, Assim o aditivo DIECA utilizado na pri-

meira fixacdo com aldeidos nao parece influenciar o fenomeno observado.
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Fig. 7.

Inclusces lamelares em contato com peroxisomas, um deles con
tendo um nucleoide eletrodenso (n). Isolado SMV-8, cv. San
ta Rosa. Figs. 8-9. Reacao da DAB para localizacao da ati-
vidade catalasica, que aparece como deposito eletrodenso nos
peroxisomas. Observe-se a forte deformagao que ocorre na
regiao de contato com as inclusdes lamelares. Isolado SMV-

10, cv. Santa Rosa; c¢: cloroplasto.
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Também o uso da fixagao dupla simultanea com glutaraldeido e tetroxi-
do de osmio, que destroi rapidamente todo tipo de atividade enzimati-
ca, permite visualizar o contato entre IL e peroxisomas. Deve-se lem
brar que o peroxisoma & uma organela relativamente fragil, cuja visu
alizagao clara depende de uma boa fixacao.

A associagao das IL com os peroxisomas so foi observa-
da em folhas invadidas sistemicamente. Nas folhas inoculadas somen-—
te fol possivel detectar escassas inclusdes, geralmente em contato com
a membrana plasmatica, como mencionado acima (Figs. 3,4).

A localizacao da catalase através da DAB mostra que a
distribuigao desta enzima no interior do peroxisoma naoc & alterada pe-
lo contato com as IL, mas a conformacao da organela parece ser bastan-—
te afetada (Figs. 8, 10, 13,15). 0 efeito mais evidente & a deforma-—
950 que sofre a organela pelo contato com as IL, particularmente em
comparagao com a forma esferoidal dos peroxisomas das plantas sadias
(Fig. 14). O contato entre peroxisomas e IL & tio estreito que & fre
quente observar esta organela profundamente deformada por uma invagina
cao contendo uma inclusao, ficando no corte como uma ferradura em vol
ta da IL <{(Fig.10). Em alguns casos foi observada a presenga de inclu
soes no interior de peroxisomas, dando a impressao de que as IL seriam
incorporadas a matriz da orgamela (Fig. 16). Em células desorganiza-
das, provavelmente por dano mecznico na extragac da amostra, onde  se
mistura o contetdo do wvacliolo com o citoplasma & possivel observar que

peroxisomas e IL se mantem juntos (Fig. 11). Isto sugere a existéncia
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Fig. 10.

Grupo de peroxisomas agregados por inclusoes lamelares. A
seta indica uma inclusao quase totalmente rodeada por um
peroxisoma em forma de ferradura. Isolado SMy-10, cv.
Santa Rosa. Fig. 11. 1Inclusoces lamelares aparentemente

aderidas aos peroxisomas numa celula desorganizada. Iso-
lado SMV-10 mno cv. IAC-2, reagao da DAB. Fig. 12. Gru-
po de peroxisomas agregados em volta de uma jinclusao lame
lar bem desenvolvida . e¢: cloroplasto. Variedade TAC-2,

isolade SMV-10, submetido a reacdo da DAB.
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Fig. 13.

Grupo de peroxisomas fortemente deformados pelas inclusoes
lamelares. As pontas de setas cheias indicam uma aparente
fragmentacao do peroxisoma por inclusces. A ponta da seta
vazia indica uma regiao de possivel contato de peroxiso-

mas. Isolado SMV-10, cv. Santa Rosa, reacao da DAB. Fig.
14. Peroxisoma de folha de planta controle, c: cloroplas
to, variedade IAC-2, submetido a reacao da DAB. Fig. 15.
Inclusao tipo catavento parcialmente incluida num peroxiso
ma marcado pela reagao da DAB. Cv. Santa Rosa com isolado
SMV-10. Fig. 16. Inclusao lamelar (il) aparentemente in
cluida na matriz peroxisomal. Isolado SMV-10 em cv. IAC-2,

reacao de DAB.
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de algum tipo de adesao entre a membrana da organela e as IL.

0 deposito eletro-denso formado pela DAB oxidada pela
catalase destaca claramente os peroxisomas, e nos tecidos infectados
evidencia a formagao de agregados destas organelas em volta das in-
clusoes lamelares (Figs. 10, 12,13), que podem tambem ser visualizados

no microscopio optico (Fig. 18).

1.4. Efeito da infeccdo viral na distribuicac e quantidade

dos peroxisomas

A observagao ao microscopio optico de cortes semi- fi-
nos, de materiais submetidos 3 reacao da DAB, permitiu visualizar cla
ramente os perogisomas. 0 nivel de aumento desta técmica & sadequado
para avaliar a quantidade e distribuigao dos peroxisomas num - nUmero
bastante alto de celulas. |

Na comparagao entre materiais sadios e infectados por
VMCS @ evidente que a distribuigao dos peroxisomas no interior de ca-
da célula do mesdfilo, & alterada pela infecgao viral. Nas  plantas
sadias esta organela tem uma distribuigao bastante uniforme no - eito-
plasma (Figs. 17 e 19). Nos cortes de felhas infectadas os peroxiso-
mas aparecem formando agregades que,em alguns c€asos, envolvem a maior
parte dos peroxisomas visiveis no corte da celula (Figs. 18 e 20). A
tendsncia 3a agregacao dos peroxisomas & mais manifesta na  variedade

Santa Rosa do que na TAC-2.
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Figs. 17-20.

Fotomicrografias de cortes semifinos obtidos de mate-
riais subemtidos a reacao da DAB, mostrando a distri-
buigao dos peroxisomas nas células do pareénquima fo-
tossintetizante. O trago de referencia e valido para
as figuras 17-20. Fig. 17. Variedade Santa Rosa sa
dia. Fig. 18. Santa Rosa infectada com isolado SMV-—
10. TFig. 19. Variedade IAC-2 sadia. Fig. 20. Varie
dade TAC-2 infectada com isolado SMV-10.
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Nos materiais infectados observa-se uma diminuigao no
nimero de peroxisomas visiveis em cada corte de celula do parenquima
fotossintetizante. O resultadc do estudo quantitative efetuado so-
bre amostras aos 19 e 27 dias ap0s a inoculagao, sao apresentados nas
tabelas 1 e 2. Verifica-se que houve uma aparente diminuicao no ni-
mero de peroxisomas por corte de celula no cv. Santa Rosa, ao passo
que esse valor nao & alterado pela infecgao viral no cv. IAC-2.  Es-
tes resultados devem ser interpretados com reservas pois a  tenden-
cia & agregacao dos peroxisomas, especialmente no cv. Santa Rosa, a-
feta a contagem desta organela de duas formas: 1. dificulta a identi
ficacao de peroxisomas individuais que formam grupos compactos, o que
pode levar a considerar como uma organela a grupos delas e 2, em ce-
lulas onde o corte nao passa atraves do Unico agregado de peroxisomas,
a contagem e muito menor do que naquelas em que o agregado e parte do

corte examinado.

2. Atividade enzimatica em homogenados de folhas

Os estudos preliminares demongtraram gque tanto a cata-—
lase (peroxisomal) como a peroxidase sofrem, por efeito da infecgﬁo
viral, um significativo incremento, cuja magnitude depende de  diver
sos fatores. Com a finalidade de identificar alguns destes fatores

que afetam a reagao foram utilizadas duas abordagens experimentais:
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TABELA 1. Nimero de peroxisomas por corte de celula de folha (mesd
filo) de soja cultivar Santa Rosa, determinados por mi
croscopia optica

Media de peroxisomas
N? de celulas P -
Amostra Eogessgzte de celula Media geral
contadas - padrao  da

(a) amostra

Controle
1 38 4,9 + 2,6
2 99 3,8 + 1,
3 59 4,0+ 2,
4 41 5,2 + 2, 42
5 86 5,4 £ 2,5
6 54 3,3 * 1,6
7 52 2,9 * 1,8

fnfectada
1 52 2,9 + 1,8
2 20 2,6 + 1,
3 18 3,9 + 2,3
1
4 31 3,7 + 1, 3
5 41 2,9 * 1,6
6 47 3,1 + 1,
7 32 2,5 + 1,9
t = 2,73 Significativo ao nivel de 57  (b)
a : Amostra 1-5 coletadas 19 dias apos inoculagao; amostras 6-7 cole
tadas 27 dias apos inoculagao.
b : O valor de "t" foi calculado considerando a média de cada affos~

tra come uma determinacac, sem levar em conta a variacac inter-
na desta.
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TABELA 2. Nimero de peroxisomas por corte de célula de folha (meso-

filo) de soja cultivar IAC-2 determinado por microscopia

optica
N¢ de celulas Media de peroxisomas
Amostra contadas Eoge c?rte dg geluéa Media geral
(a) + desvie padrac da
amostra
Controle
1 48 5,8 £ 2,5
2 71 4,8 £ 2,2 4,8
3 64 3,6 £ 1,5
Infectada
1 32 4,6 £ 2,3
2 43 3,4 % 1,7
3 58 4,6 £ 2,0 4,3
& 26 3,3+ 1,5
5 33 5,3 2,3
6 59 4,7 £ 2,4

valor de "t" : t = 0,88. Nao significativo (b)

a : Amostras controle 1-2 e infectada 1-3, coletadas 19 dias apos a
inoculagao; amostras controle 3 e infectada 4-6, coletadas 27
dias apos a inoculagao.

b : O valor de "t'" foi calculado utilizando cada media amostral co
mo uma determinacao, sem considerar a variagao interna desta.
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Fig. 21.

Atividade catalasica (A) e peroxidasica (B) na folha
culada {~o0o-) e no controle sadio (-3, por grama de
fresco. Cada ponto ¢ a meédia de 4 ou 6 determinacoes

dependentes * erro padrao.
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1. dMonitoracao das atividades enzimaticas na fola inoculada no perio-
do imediatamente pesterior & inoculacao, visando determinar o envolvi
mento destas enzimas numa resposta local. 2. Dosagem de atividade
enzimatica em todas as folhas existentes em diferentes momentos da fa
se de manifestacao de sintomas sistemicos.

A analise dos resultados demonstrou que as duas varie
dades de soja estudadas nao diferem na sua resposta a infeccao viral,
no que se refere a atividade das enzimas catalase e peroxidase. Por
este motivo a analise estatistica foi processada considerando cada
variedade como uma repeticao do experimento, elevando assim o nimero
inicial de trés repeticoes para seis. Isto tornou mais precisas as
comparacoes entre materiais sadios e infectados, ao nivel de cada uma

das folhas.

2.1. Atividade enzimatica na folha inoculada

A atividade da catalase na primeira folha trifoliolada,
monitorada a partir do terceiro dia apos a sua inoculagao, nao  so-
freu modificacio significativa com relagac a folha nao incculada (Fig.
21A). A partir do quinto dia a atividade desta enzima foi maior nas
plantas inoculadas do que nas controle. Esta diferenga, embora se te
nha mantido até o fim do experimento; nao atingiu uma magnitude signi

ficativa, mantendo-se abaixo de 20%.
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A enzima peroxidase, ao contrario da catalase, foi bas
tante alterada pela inoculagac do virus ja no terceiro dia apos a ino-
culacao. A partir desse dia se observou um aumento da atividade pero-
xidasica na folha inoculada da ordem de 50-70%, com relacao a mesma fo
lha da planta controle (Fig. 21B). A evolugao da atividade ao longo
do experimento foi igual para a folha inoculada e a controle: nas duas
se verificou um aumento em funcao do tempo. Devido a este comportamen
to se manteve praticamente constante o diferencial entre as folhas sa

dia e inoculada, observado logo depois da inoculacao.

2.2, Atividade enzimatica em folhas de diferentes idades na fase

de sintomas sistemicos

Os resultados destes experimentos podem ser analisados
de duas maneiras: 1. Examinando a distribuicao da atividade enzimati-
ca nas folhas de diferentes idades em cada uma das trés amostragens; 2.
Acompanhando a evolugcao da enzima em cada folha em fungao do tempo. Es
tes dois metodos serao aplicados a catalase e a peroxidase, determina-

das na fase de sintomas sistemicos.

a. Catalase

A atividade da catalase em cada uma das folhas presen-
tes nas amostragens, efetuadas aos 14, 20 e 32 dias apds a inoculagao,
estid representada na figura 22. Ao longo das trés amostragens obser-

vou-se que a infecgao viral alterou a atividade catalasica, induzindo
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Fig. 22.

Atividade catalasica em folhas de soja sadia (-e-) e infecta
da com VMCS (-o-), em trés amostragens: A- 14 dias apos
inoculagdc. B- 20 dias apds inoculagao.  C-32 dias .apos
inoculacao. A folha 1 recebeu a inoculacao mecanica. A fo-
iha 3 foi a primeira a mostrar sintomas sistémicos. Medias
de seis determinagoes independentes ¥ erro padrao. 0O wvalor

da folha 1 aos 20 dias foi estimado por interpolagao.
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um aumento de diferente magnitude segundo a idade (ou localizacao na
ordem cronologica) da folha. Estes aumentos diferentes para folhas
de diferente idade alteram o perfil de distribuigao desta atividade en
zimatica ao longo do caule.

0 incremento induzido na atividade catalasica, pela:
infeccao viral, foi maior para as folhas mais novas, decrescendo ate
zero para a folha 1, que ¢ a folha inoculada. Este comportamento foil
verificado nas amostragens dos 14 e 20 dias (Fig. 22A e B), mas  aos
32 dias o diferencial foi maximo nas folhas 3, 4 e 5 e decresceu na
sexta (Fig.22C). E importante assinalar que o primeiro sintoma sist§
mico, consistente em encarquilhamento, apareceu na terceira folha.

A evolugEO da atividade catalasica em cada uma das fo
lhas & mostrada na figura 23. A infeccao viral nao alterou o nivel
desta atividade enzimdtica na primeira folha, como ja assinaldo. Na
segunda folha houve um incremento deste parametro por efeito da in-
feccgao, proximo ao nivel de significancia aos 14 dias mas nao signifi
cativo aos 20 e 32 dias. Nas folhas 3, 4 e 5 a infecgao induziu um
significativo aumento da atividade desta enzima nas trés amostragens.

Em geral as curvas de atividade catalasica em funcgao do
tempo, para cada uma das folhas infectada e sadia, apresentaram bastan
te paralelismo. Isto indica que a infecgao nao provocou alteracoes na
evolugao desta atividade enzimatica, embora estabilizada em valores mais

altos.
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Fig. 24,

Atividade peroxidasica em folhas de soja sadia (~e~) e in-
fectada com VMCS (-o0-), em treés amostragens: A-14 dias
apos inoculacao. B- 20 dias apos inoculagao. C- 32 dias
apos inoculagao. A folha 1 recebeu a inoculagao mecanica.
A folha 3 foi a primeira a mostrar sintomas sisteémicos. Mé
dias de seis determinacoes independentes ¥ erro padrao.

0 valor da folha 1 aos 20 dias foil estimado por interpola-

gao.
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b. Peroxidase

A infeccao viral induz, em termos gerais, o aumento da
atividade peroxidasica, alterando a distribuicao entre folhas de diji-
ferente idade e também a evolucao em cada folha, de maneira diferen
te a observada na catalase.

A distribuicao da peroxidase nao foi alterada na amos-
tragem aos 14 dias, pois ocorreu um incremento de atividade praticamen
te igual pata todas as folhas, por efeito da infeccao (Fig. 24A). Aos
20 e 32 dias apds a inoculagao, o incremento de atividade nas folhas
mais novas, a partir da terceira, foi muito maior que o observado nas
folhas 1 e 2 nas tres amostragens (Fig. 24B e C).

A evolugao da atividade peroxidasica em cada uma das
folhas esta representada na figura 25. A primeira folha, que recebeu
o inoculo, apresentou um significativo aumento de atividade que se
manteve durante todo o experimento. A segunda folha mostrou um incre
mento significativo aos 14 dias, mas nao significativo aos 20 e 32
dias. A terceira folha, que & a primeira a mostrar sintomas sistemi-
cos, o incremento causado pela infecgao na primeira amostragem, prati
camente duplicou-se nas duas ultimas amostragens. Também nas folhas
4 e 5 observou-se uma tendencia ao aumento do diferencial de ativida-

de associado a infecgao, ao contrario do observado para a catalase.
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V. DISCUSSAD

Os resultados aqui apresentados mostram inequivocamen
te a ocorrencia de associagio entre as inclusdes lamelares, induzi
das pelo virus do mosaico comum da soja, e 0s peroxXisomas em folhas
de soja com sintomas de infeccao sisteémica. A identidade dos pero
xisomas em contato com as IL & demonstrada pela atividade catalasica
localizada nestas organelas, atraves do estudo citoquimico. 0 fa-
to de este fenomeno ser igualmente observado com diferentes tipos
de fixacao, praticamente exclui a possibilidade de que seja um arte-
fato de preparagao do material. Também a ocorrencia desta -associa-
cao em duas variedades de soja com diferentes comportamento  frente
ao virus —a Santa Rosa muito suscetivel e a TAC-2 medianamente tole-
rante ~  indica que mao se trata de um fendmeno limitado a uma deter
minada variedade. Por outro lado também foi observado em outras va
riedades, como a Vigcoja, nao incluidas no presente estudo. Tambem
nao & uma caracteristica singular de um isolado ou estirpexdo virus,
pois a associagao peroxisomas-IL foi observada na maioria dos .isogﬁ
dos do virus do mosaico comum da soja, mantidos na colegao da Secao

de Virologia do IAC.
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A associacao entre peroxisomas e inclusces lamelares
nao tem sido relatada na literatura para nenhum potyvirus embora, pro
vavelmente, seja uma caracteristica da citopatologia comum a varios
membros deste grupo. FEm alguns trabalhos publicados pode observar—se
micrografias onde & visivel o contato entre peroxisomas e IL, como
por exemplo na figura 6 do trabalho de McMullen e Gardner (1980). Es
te fenomeno nao & comentado pelos autores. E possivel que a associa-
cao entre peroxisomas e IL nao ocorra em outros potyvirus de maneira
tao evidente como & observada na soja infectada pelo VMCS. Cabhe tam
bem a possibilidade de este fenomeno ser influenciado por fatores
ambientais, como a temperatura, o que dificultaria sua observacao em
alguns casos. EDWARDSON (1974) observou um aparente aumento no nu-

mero de peroxisomas em Nicotiana tabacum infectada com o virus Y da

batata e com o "tobacco etch virus”, embora sem a associacdo destas
organelas com as inclusoes lamelares.

No caso da soja infectada pelo VMCS, a agregacao dos
peroxisomas € induzida pela infeccao viral, aparentemente através da
associacao com as inclusoes lamelares. A formacao destes agregados,
especialmente evidente na variedade Santa Rosa, afeta a contagem de
peroxisomas ao nivel de microscopia optica, como analisado anteriormen
te (pag.34),diminuindo o nimero destas organelas visiveis por corte

de celula. Nas micrografias eletronicas e evidente que nos agregados
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os peroxisomas sao bastante alterados pelas inclusces lamelares, forman
do invaginagaes tao profundas que podem ser interpretadas de duas manei
ras opostas: 1. As invaginacoes induzidas ou associadas as II. pode-
riam chegar a dividir o peroxisoma (Fig. 9); 2. A agregagao em Vol
ta da IL poderia levar 3 fusao de peroxisomas (Figs. 10,13). 1Inclusive
a observacao de alguns casos onde as IL aparecem dentro do peroxisoma
poderia corresponder i fusao de peroxisomas em volta da inclusao (Fig.
16). TUma interpretagao alternativa para estas imagens seria que estas
ocorrem quando o plano do corte atravessa perpendiculamente uma inva
ginagao da membrana peroxisomal contendo uma inclusao (Fig.10).  Qual
quer que seja a interpretacao das micrografias, e clara a intensidade
da' interacao entre estas duas estruturas, especialmente no cv. Santa Ro
sa.

0 efeito da infecgao viral sobre a atividade da catalase,
uma enzima localizada no peroxisoma, & praticamente nulo na folha inocu
lada e na folha subsequente (primeira e segunda folha). Na  terceira
folha ocorre, juntamente com a manifestacao dos sintomas sisteémicos, um
significativo aumento nesta atividade enzimatica. Os resultados apre-
sentados, tanto da distribuicao da catalase nas folhas de diferentes ida
des como da evolug&o desta enzima em cada uma das folhas, sugerem  que
o incremento ma atividade cataldsica e relacionado com a associagao en

tre 1L e peroxisomas, e provavelmente uma consequencia desta associacao.

Tsto & apoiado em dois fatos: 1. A associagao entre inclusoes lamelares
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e peroxisomas somente Ocorre nas folhas que apresentam sintomas siste-
micos, gque por sua Vvez sao as que tem a sua atividade catalasica incre
mentada, indicando uma estreita correlacao entre os trés fenomenos: as
sociagao IL- peroxisomas/manifestagéo de sintomas sistémicos/ incre-
mento da atividade catalasica. 2. Sendo o aumento da atividade cataLé
sica induzido pela infecgao viral, e por outro lado, sendo as inclu
sGes lamelares as Unicas estruturas induzidas pelo virus que afetam as
organelas portadoras da catalase (os peroxisomas), parece logico in
terpretar esta associacao entre as estruturas subcelulares como causa-
dora do incremento na atividade catalésic&.

A peroxidase & uma enzima cuja localizagdo na célula @
em pequenos vaciolos e ma parede celular (SEXTON & HALL, 1978; MARTY
et al., 1980). O incremento na atividade desta enzima tem sido descri
to para diversas viroses (VEGUETTI et al., 1975, SHEEN & DIACHUM ,
1978), nao sendo portanto, uma particularidade da infeccao pelo VMCS.
A comparacgao entre as respostas a infeccao da catalase e da peroxida~
se, como exemplos de enzima peroxisomal e nao peroxisomal respectiva-
mente, sugere o possivel envolvimento destas enzimas em diferentes pro
cessos de reacao da planta a infecgao viral. Assim enquanto a catala
ce aumenta na fase de sintomas sistemicos, a peroxidase & ja incre-
mentada na folha que re;ebe o insculo. Isto sugere gque a peroxidase po
deria estar ligada 2 resposta da planta ao nivel local, provavelmente

interferindo mo processo de distribuicao do virus. A catalase, ao
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contrario da peroxidase, nao e alterada na folha inoculada sugerindo
que esta enzima nao participa na reacao local. Provavelmente, no ini
cio da infecgao, as inclusoes lamelares se associariam a membrana plas
matica para facilitar, de alguma maneira, a passagem do virus através
dos plasmodesmas. Relacionado com isto, provavelmentie ocorreria o
aumento da atividade peroxidasica localizada na parede celular. Na fa
se de sintomas sistémicos ocorre o aumento tanto da atividade catalési

ca como da peroxidasica.

BIPOTESE GERAL

Tma interpretacao definitiva dos resultados aqui apresen
- . ~ . .

tados nao e possivel, nao so pelos diversos aspectos que ainda devem
ser estudados, como tambem pelc quase total desconhecimento das fungaes
das inclusces lamelares e dos peroxisomas em situagoes patologicas.
Com estas limitacoes somente & possivel elaborar uma hipotese de traba
l1ho através de uma série de suposicoes, que estudos posteriores poderao
ou nao confirmar.

A associacao das inclusces lamelares com os peroxisomas,
e a alteracao tanto morfologica como funcional destas organelas, pare-

- - - " bl

ce ser parte do mecanismo pelo qual o virus induz a manifestagao de
sintomas sistémicos. Isto € sugerido pelo fato de que as alteracoes mor
foldgicas mais intensas dos peroxisomas (deformagao e agregagdo), ocor
rem na variedade que apresenta os sintomas mais severvos. Provavelmen

te na planta infectada pelo VMCS os peroxisomas foliares, afetados
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pela infecgao, nao cumprem as fungoes que na célula sadia lhe corres-
pondem. Segundo as revisoces mais recentes (TOLBERT, 1980; HUANG et
al., 1983) a funcao principal dos peroxisomas seria proteger o sis—
tema fotossintético contra a foto-oxidagao que ocorreria em coudigoes
de alta intensidade de iluminagao e alta concentragao de oxigénio. A
disfuncao dos peroxisomas, afetados pela infecgao viral, poderia tor
nar pouco eficiente este sistema de protecao, o que causaria danos ao
sistema fotossintético mesmo em condigoes ambientais que mnormalmente
nao o afetariam. Estes danos por foto-oxidagao poderiam estar relaci
onados com a formacao de clorofila, e conseqiientemente com a altera-
950 da cor na folhayque caracteriza o sintoma denomiando mosaico.

Uma interpretacgao alternativa dos resultados seria con
siderar que a agregacao entre peroxisomas e inclusoes lamelares & par
te de um sistema que, a nivel celular, dificultaria o estabelecimento
do virus. Esta hipotese & sugerida pela observacao de que as  in-
clusoes induzidas pelo virus ocorrem em maior quantidade em  celulas
epidérmicas, onde a atividade dos peroxisomas nao foi detectada pelo
método da DAB. No mesofilo, ao contrario, os peroxisomas sac numero-—
sos e muito ativos e as inclusoces lamelares ocorrem em menmor quanti-
dade que na epiderme, geralmente em contato com o$ peroxisomas. Po
dem ger imaginadas duas maneiras pelas quais a atividade peroxisacmal
afetaria o proceso geral da infecgcao viral: 1., Poderia existir uma

relacido competitiva entre o virus e a atividade peroxisomal; 2. Os
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peroxisomas seriam parte de um sistema defensivo da planta a nivel ce
lular.

Aé hipoteses apresentadas levantam numerosos interrogan
tes, alguns dos quais poderao ser elucidados em pesquisas futuras, dan

do apoio a alguma das alternativas propostas.
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CONCLUSOES

1.

Nas celulas com atividade peroxisomal alta, como as do meso

filo, ocorre associagao entre as inclusoes lamelares indu
- - - . - -

zidas pelo virus e 0S5 peroxisomas, quando invadidas siste

micamente.

As inclusoes lamelares induzidas pelo virus ocorrem em maior
quantidade nas células com baixa atividade peroxisomal, co
mo as da epiderme, em comparagao COm as células de alta ati

vidade peroxisomal, como as do mesofilo.

Observou-se correlagao entre a intensidade de alteragoes mor
fologicas dos eproxisomas, em contato com inclusoes, e a se

veridade dos sintomas nas duas variedades examinadas.

A atividade da catalase, uma enzima localizada nos peroxiso
mas, e significativamente jncrementada com a associacgao des

tas organelas as inclusoes lamelares.
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A atividade da peroxidase, uma enzima nao peroxisomal que

frequentemente € incrementada por infecgoes virais, aumenta

significativamente tanto em folhas onde ocorre a associa

gao peroxisomas-inclusoes, como naquelas onde nao foi obser

vada.
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VII. RESUMO

Em celulas do parenquima fotossintetizante de folhas
de soja {Glycine max (L.) Merr.} , invadidas sistemicamente pelo vi
rus do mosaico comum da scja (''soybean mosaic virus"), foi observado
que uma importante fracao das inclusoes lamelares (IL) induzidas pelo
virus aparecem em contato com os peroxisomas. Esta organela fol iden
tificada pela reagao da diaminobenzidina para localizagao citoquimica
da catalase. Os peroxisomas sao deformados pelo contato com as in-
clusoes e formam agregados em volta destas. A atividade da catalase,
uma enzima peroxisomal, & incrementada nas folhas com sintomas siste
micos, juntamente com a ocorréncia da associacao entre peroxisomas e
inclusdes. Nao ocorre aumento desta atividade enzimatica mas folhas
inoculadas, nas quais nao fol observada a associagao entre inclusoes
e peroxisomas. A peroxidase, uma enzima nao peroxisomal, &  incre-
mentada tanto nas folhas inoculadas como nas invadidas sistemicﬁmenw

te.

Na variedade de soja Santa Rosa, muito suscetIvel ao

VMCS, foi observado um decréscimo aparente no numero de perpxisomas
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visiveis ao microscopio optico, por corte de célula, nas folhas in-
fectadas. Este resultado estaria relacionado com a agregacao dos pe
roxisomas que dificulta sua identificacao individual. Na variedade
TAC-2, de tolerancia média ao VMCS, nao foi observado este efeito da
infeccao viral.

Os resultados sao discutidos considerando que a asso-—
ciagﬁo das TL com os peroxisomas & parte do mecanismo pelo qual o vi
rus induz a manifestacao de sintomas. [ também considerada a hipo-
tese de que esta agregaggo entre IL e a organela celular seja uma re

acao a nivel celular que dificultaria o estabelecimento do virus.
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VIII. SUMMARY

ASSOCTIATION BETWEEN PEROXISOMES AND CYTOPLASMIC INCLUSIONS

INDUCED BY THE SOYBEAN MOSAIC VIRUS

Most cytoplasmic inclusions induced by soybean mosaic
virus were observed associated with peroxisomes in mesophyll cells
of systemically infected leaves of soybean {Glycine max (L.} Merr.l.
Peroxisomes, identified by the diaminobenzidine reaction for cata-
lase, become misshapen because of deep invaginations at tﬁe Tegion
of contact with the lamellar inclusions. Aggregates of peroxisomes,
formed around the lamellar inclusioms, are frequent. The catalase
activity, a peroxisomal enzyme, increases in leaves with systemic
symptoms, apparently as a result of the peroxisome~inclusion  as
sociation. Catalase activity was not increased in inoculated leaves,
nor was noted an association between peroxisomes and inclusions
in  them. The peroxidase activity, which is not localized in

the peroxisome, is increased in either systemic or locally infect

ed leaves.
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The cultivar Santa Rosa, very susceptible to SMV, ap-
parently shows a lower number of peroxisomes per cell section when
infected, as evaluated by optical microscopy. This result may be
related to the aggregation of peroxisomes that makes difficult their
individual identification. This aggregation was not observed in the
cv. IAC-2, which has éome tolerance to SMV.

The aggregation of peroxisomes and lamellar inclusions
is considered as part of the mechanism that leads to the development
of systemic symptoms. As an alternative hypothesis, it is suggested
that the aggregation inclusion-cell organelle might be related to

some kind of plant defense mechanism.
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