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1. RESUMO

Particulas longas e curtas do virus do anel do pimentdo
- VAP — ("Brazilian tobacco rattle virus") foram visualizadas em tecidos
foliares e de anteras de tomateiros (Iycopersicon esculentum Mill.) in-
fectados. De modo caracteristico, o VAP apareceu formando agregados de
particulas sempre associados externamente a mitocOndrias, com  excegao
para micrbGsporos e graos de polen maduros, onde também foram encontra-
dos agregados de partfculas nao associados com essa organela celular e
particulas livres no citoplasma. Algumas vezes, particulas longas e cux
tas do VAP apareceram associadas numa extremidade a uma mitocondria e na
outra ao tonoplasto.

O VAP foi localizado em todos os estdgios de maior dura-
gao da microsporogénese de tomateiros infectados, ou seja, estigio pré-
meiotico, estagio meidtico, estadgio de micrésporo pré-mitdtico e estigio
de grao de polen maduro. Em graos de pdlen maduros particulas longas e
curtas do VAP foram encontradas tanto nas celulas vegetativas come nas
generativas. FEm nenhum caso foram identificados virions do VAP no  ni-
cleo celular, nem associagcao das particulas virais com paredes celuldsi-

cas, paredes de calose ou parede envolvente dos graos de pdlen.




A quantidade relativamente pequena do virus em células-maes

dos graos de pdlen e micrdsporos pré-mitGticos e o acimulo de particulas
longas e curtas em graos de pdlen maduros, levam—nos a acreditar que ocoxr
re sintese do VAP durante o periodo de amadurecimento dos graos de poleén.

Sob o aspecto morfoldgico o VAP parece nao interferir no
desenvolvimento normal da antera e nem nos processos de meiose e mitose
que ocorrem para produgdo de graos de polen, Entretanto, os graos de

polen oriundos de plantas infectadas, germinam em taxas menores do  que

aqueles de plantas sadias.




2. ABSTRACT

AN ULTRASTRUCTURAL STUDY OF PARTICLE DISTRIBUTION IN THE POLLEN
DURING MICROSPOROGENESIS OF TOMATO PLANTS INFECTED WITH THE

BRAZILIAN TOBACCC RATTLE VIRUS

Long and short particles of the Brazilian tobacco fattle
virus (BTRV) were visualized in leaf cells and in cells of the warious
anther tissues of infected tomato plants. The BTRV appeared mostly as
aggregates of parallel particles associated on both ends to mitochondria,
though isolated aggregates and individual particles were seen 1in micro-
spores and mature pollen grains., In a few cases particle aggregates
were observed associated with a mitochondria on one end and to the
tonoplast of a vacuole on the other end.

The BTRV particles could be seen in the cytoplasm of
infected cells during the various phases of microsporogenesis from the
stage of pre-meiotic cells until mature pollen grains. In these the
short and long particles could be seen in the cytoplasm of both the veg
etative and generative cells, No virus particle was ever seen in the

nuclei of infected cells; neither associated with the celiulose or callose




walls, nor on the outside wall of pollen grains.

The small number of virus particles present in the pollen
mother cells and pre-mitotic microspores on one side, and the great num-
ber of short and long particle aggregates in the mature pollen grains
on the other, indicate that virus increase must occur during pollen
grain maturation and is not the result of only distribution.

Development of infected anthers, as well as meiotic and
mitotic processes that lead to pollen grain formation in affected.plants,
are comparable to those of non—infected controls. However, pollen grains

from infected plants showed a lower germination than normal pollen.




3. INTRODUGAD

A transmissibilidade de virus por semente adquire. grande
importancia, uma vez que esse fenomeno pode originar fonte de  indcule
primario nas plantagdes ou introducdo de virus em Areas onde nao ocorrem.
No entanto, a transmigsao de um virus pela semente parece ser mais a ex-
cecao do que a regra, o que leva a acreditar que a grande maioria das
plantas apresenta uma barreira altamente efetiva & passagem dos virus da
planta infectada para o embriac da semente.

Muito embora diversos trabalhos demonstrem a presencga de
particulas virais em diferentes partes da semente, parece evidente que,
na grande maioria dos casos, a transmissibilidade de virus por semente pa
ra a geragao seguinte & dependente da invasio do embrido em algum = esti-
gio de sua formacao.

A introdugac de virus no saco embrionario através do polen
constitui uma via de invaszo do embriao e um estudo a nivel de micros-
copia eletronica da distribuigao de virus durante as fases de formacao
e maturacao de graos de polen, torna-se de interesse. No presente traba
lho, esse estudo foi feito com o virus do anel do pimentaoc - VAP - duran

te a microsporogénese em tomateiro ( Lycopersicon esculetunm Mill.).




4, REVISAO DA LITERATURA
.1, Consideracdes gerais sobre transmissdo de fitovirus por semente

A transmissio dos virus causadores de moléstias de plantas
através das sementes nao & um fenomeno dos mais frequentes na epidemiolo
gia das fitoviroses (BAWDEN, 1964). Entretanto, quando isso ocorre, tor
na-se evento importante, pois & uma das maneiras de introdugao do virus
tanto em regido onde nao ocorria antes, como também nas plantacoes de re
gices onde ja era conhecido. E, muitas vezes, a Unica ou a principal al
ternativa responsivel pelas fontes de virus que aparecem nas plantacoes
e a partir das quais ocorre a disseminagao dentro da area plantada.

Na grande maioria dos casos, a semente oferece uma efetiva
barreira contra a passagem da maloria dos virus, mesmo no caso daqueles
que sao altamente infectivos. A despeito desta protegao, um apreciavel
ntmero de virus passa de uma geracao para a seguinte através da semente
(BENNETT, 1969; SHEPHERD, 1972).

Os fatoreé que levam a transmissao de um virus de  planta
atravées da semente nao sao bem conhecidos. Muitas teorias tem sido pro-

postas para explicar o fendmeno da transmissao de virus nela  semente




(DUGGAR, 1930; CALDWELL, 1934, 1962; BENNETT, 1940, 1969; CRGWLEY,( 1955,
1957; PARTRIDGE et al. 1974), mas aquelas relacionadas com a distribuigao
do virus nos tecidos infectados e principalmente naqueles associados com
a formagao dos gametas e da semente sao as que recebem maior apoio, embo-
ra nao haja evidencia conclusiva a respeito.

A maioria dos virus transmitidos pela semente sao encontra-
dos em seus varios tecidos, mas ao que tudo indica o fator critico para
transmissao A progénie & sua habilidade em invadir e sobreviver no em-
brido em algum estdgio de sua formagao. Testes de polinizagao ecruzada
tem mostrado que transmissdao de virus pelo embriao pode ocorrer quando a
planta-mae infectada & polinizada com pdlen oriundo de planta sadia ou
quando a planta-m3e sadia & polinizada com pdlen de planta infectada (NEL
SON e DOWN, 1933; MEDINA e GROGAN, 1961; LISTER e MURANT, 1967; YANG e
HAMILTON, 1974). Tais dados sugerem que a invasao do embrizo provavelmen
te ocorre através de uma das tres maneiras seguintes: a) introdug&o do Vi
rus no saco embrionario pelo pdlen, b) invaszo do saco embrionzrio  por
virus provenientes da planta-mde, c) invasao direta do embrido.

E opiniao da maioria dos investigadores que, de uma maneira
geral, a invasao do saco embriondrio pelo virus que infecta a planta-mae
¢ a que com maior frequencia leva a presenga do virus mno embriao (BENNETT,
1969; YANG e HAMILTON, 1974; CARROLL e MAYHEW, 1976 a,b). Algumas determi
nacoes de frequéncias com que determinados virus foram encontrados mo po-
len e no ovulo de plantas infectadas foram computados por BENNETIT (1969}
e SHEPHERD (1972), encontrando—se valores geralmente maiores para o &vu-

lo.




A primeira sugestao de que virus poderiam estar presentes
em graos de pdlen foi dada por REDDICK e STEWART (1918) que sugeriram a
possivel transmissdo do virus do mosaico comum através do polen do feijo
eiro (Phaseolus vulgaris L.). Posteriormente, REDDICK (1931), NELSOX e DOWN
(1933), MEDINA e GROGAN (1961), através de experimentos de polinizacao
eruzada, mostraram haver efetiva transmissao do virus do mosaico  comum
através do polen de feijoeiro, Mais recentemente, GASPAR e? al. (1979 b)
examinando ao microscépio eletrOmico seccoes ultrafinas de anteras de fei
joeiros da variedade Jalo infectados pelo virius do mosaico comum, demons
traram a presenca de feixes de partfculas e inclusoes tipicas desse virus
no citoplasma de celulas vegetativas de graos de polen maduros.

Os virus que infectam plantas podem ser carregados externa
ou internamente nos graos de pdlen. No primeiro caso, evidencias diretas
atraves da microscopia eletrSnica foram apresentadas por HAMILTON et al.
(1977) , que demonstraram a presencga do virus do mosaico em capim  bromo
("bromegrass mosaic virus'), virus do mosaico sulino do feijoeiro
(" southern bean mosaic virus") e do mosaico comum do fumo ("tobacco mosaic
virus") na exina de graos de pOlen maduros das plantas infectadas. Testes
de transmissao mecdnica mostraram que as particulas de virus ainda esta-
vam infectivas. Os autores sugerem a possibilidade de que os tubos poli-
nicos originados de graos de pdlen contaminados poderiam tornar-se infes-
tados ou infectados por inoculagao mecanica, durante o processo de ger-
minacio, levando 3 transmissdo do virus ao saco embriondrio. E tambem
possivel que o estigma floral torne-se infectado como consequeéncia da de-
posigao de pdlen contaminado, podendo levar A invasao dos integumentos

do Svulo. YANG e HAMILTON (1974) detectaram a presencga do virus da mancha



anular do fumo ("tobacco ringspot virus') na parede celular de celulas

generativas e na intina de graos de pblen de soja (Glicine max Merr.).

Quando internos, os virus podem estar localizados na célu~
la vegetativa e/ou na célula generativa. Podem ainda, quando presentes
nesta Ultima, passar 3s duas c€lulas espermaticas que irao fecundar, se-
paradamente, 8 oosfera e os niicleos polares. Dessa maneira, um virus
pode chegar até o saco embrionario carregado internamente nas células es-
permﬁticas ou como contaminante externo, presente no citoplasma da celula
vegetativa. YANG e HAMILTON (1974) através do exame de seches ultrafi~-
nas de anteras e graos de pdolen de soja infectada pelo virus da mancha
anular do fumo, detectaram a presenga do virus no citoplasma e parede de
células generativas mas mao nas c&lulas vegetativas, provavelmente devi-
do a baixa concentragao do virus ou porque as particulas estivessem espa-
lhadas ao acaso confundindo-se com ribossomos. No entanto, segundo 0s au
tores, o papel do pdlen infectado na transmissao desse virus pela semente
de soja parece ser desprezivel devido a sua pequena capacidade de germina
cao e lento alongamento do tubo polinico. CAMARGO et al. (1972) observa
ram gue particulas curtas e longas do virus do anel do pimentao estavam
presentes em célula-mae do polen, tétrades, pélen jovem e polen maduro
de tomateiro. CARROLL (1974) demonstrou a presenga do virus do mosaico-
em-faixa da cevada ("barley stripe mosaic virus™) no citoplasma e mnicleo
das células vegetativas e espermaticas de polen de plantas de cevada (Hor
deuwn vulgare L.) infectadas.

Posteriocrmente, CARROLL @ MAYHEW (1976 a) estudaram a dis-—
tribuicao do virus do mosaico—em-faixa da cevada nos tecidos formadores

de graos de polen. O exame ao microscopio eletronico de secgoes
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ultrafinas de anteras e graos de pdlem, revelou que o virus invade primei
ramente o meristema floral da hospedeira e subsequentemente invade desde
células-maes dos graos de polen até células espermaticas. As evidencias
apresentadas pelos autores do trabalho sustentam a hipotese de BENNETT
(1969) de que a transmissao pela semente pode depender da capacidade do
virus em infectar primeiramente o meristema floral e subsequentemente in-—
vadir os gametofitos, masculino e feminino, de sua hospedeira.

Evidéncias diretas da invasao do ovulo por virus provenien-
tes da planta-mae tem sido dadas por YANG e HAMILTON (1974) que mostraram
a presenga do virus da mancha anular do fumo nos integumentos, nucelo,
parede do saco embrionario, parede celular das sinérgides, parede celu-
lar entre sinérgide e oésfera e citoplasma de antipodas de flores de so-—
ja infectada. MAYHEW e CARROLL (1974) e CARROLL e MAYHEW (1976 b) mostra-
ram, através da microscopia eletronica, a presenga do virus do mosaico-
er—faixa da cevada nas células que compoem o saco embrionarie (inclusive
oosfera) de flores de cevada infectada. Este virus infecta o meristema
floral e € encontrado em todos os estagios de formacao do saco embriona-
rio.

Estudos elétrono-microscépicos mostrando a presenca de par-
ticulas virais em células de embrioes da semente teém sido feitos com ceva
da e feijoeiro. CARROLL (1969) demonstrou a presenca do virus do mosaico-
em—faixa em citoplasma de ceélulas de émbriaes de cevada e HOCH e PROVVI-~
DENTT (1978) mostraram a presenga do virus do mosaico comum em células de
embrioes de feijoeiro. Este virus, ou inclusoes a ele associadas, foram
encontrados, inclusive, nas c@lulas meristematicas da radicula e apice

vegetativo do embriao.




11.

Embora as evideéncias indiquem gque, via de regra, a trans-
missio pela semente & dependente da invasao do embrido por virus que te-
nham invadido o saco embriondrio, parece que alguns virus sac capazes de
invadir o embrido em formagao, sem antes ter imvadido o Ovulo ou saco em
brionario. CROWLEY (1959) demonstrou que o virus do mosaico suline in-
fectando feijoeiro e o virug da mancha anular do fumo infectando soja
foram capazes de invadir o embriac de suas hospedeiras, tanto pela inva-
sao dog gametas masculino e feminino como pela invasdo direta do embrizo
nas primeiras fases de sua formagzo, embora nenhum dos dois virus inva-
dissem embrides em estdgios mais adiantados de formagao. No entanto,
YANC e HAMILTON (1974) que estudaram a nivel de microscopia eletronica
o mecanismo de transmissao do virus da mancha anular do fumo por semente
de soja, acraditam que para ocorrer tal invasao, esse virus deveria pas-
sar do nucelo, o qual sofre degeneracao na época de fertilizacao, para
o saco embrionario através de uma espessa parede celular, o que seria
um evento pouco provavel. Segundo esses autores, uma interpretacao mais
proviavel & que a infectividade detectada por CROWLEY ocorria em flores

tardias do cacho.

4.2. Consideragdes gerais sobre o virus do anel do pimentzo (VAP)

0 virus do anel do pimentac ("Brazilian tobacco rattle wvi-
rus") foi encontrado mo Brasil infectando pimentao (Capsicwm amwumm  L.)
sendo caracterizado por COSTA et ¢l., (1961) como integrante do grupo
"rattle do fumo (VAN DER WANT e ROZENDAAL, 1948). 0 virus possui dois
tipos de particulas em forma de bastonates com comprimento normal de 55

e 200 nm e com diametro da ordem de 20-25 nm (KITAJIMA, 1567; KITAJIMA
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et al., 1969). Andlises quimicas feitas com preparacoes purificadas do
VAP revelaram que as particulas virais tém 957 de proteina e 5% de acido
ribonucleico (SILVA, 1965).

STLVA (1965) e OLIVEIRA (1967) verificaram que somente as
particulas longas sao infectivas, de onde se pode presumir carregam a
inférmaggo gendtica para um sistema RNA-replicase. As particulas curtas
nac sao infectivas isoladamente, mas gquando uma mistura dos ‘dois tipos
de particulas, longas e curtas, & usada como inSculo, ha infeccao com
a produgao de particulas virais completas (virions). Quando uma mistura
de particulas curtas e longas originadas de diferentes estirpes € usada
como indculo, as particulas de ambos os tamanhos produzidas na progenie,
tém composicao de aminodcidos e especificidade serologica relacionadas
com as particulas curtas usadas como indculo. O RNA das particulas cur-
tas carrega entaoc o gene para a capa proteica (GHABRIAL e LISTER, 1973).

Tecidos diversos de diferentes hospedeiras infectadas pelo
VAP mostram agregados de particulas virais de 200 am de comprimento dig—
postas paralelamente no citoplasma, em estreita associagac com mitocon-
drias (KITAJIMA, 1967; HARRISON e ROBERTS, 1968; KITAJIMA e COSTA, 1969} .
Agregados de particulas curtas (55 pm) estreitamente relacionadas com
mitocondrias, semelhantemente ds particulas longas, foram encontrados em
graos de polen de tomateiro por CAMARGO &t al. (1969), em tecido  foliar
de fumo por SILVA e NOGUEIRA (citado em NOGUELRA, 1978) e em tecido fo-
liar e de antera de tomateiro por GASPAR ei al. (1979 a).

NOGUETRA (1978) estudou o local de replicagao do RNA do vi-
rus do anel do pimentao através de técnicas de auto-radiografia e micros-

copia eletronica, sugerindo que "embora alguma sintese do RNA ou acidos
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nucldicos devidos a presenga do VAP possa ocorrer no nicleo da célula in
fectada, o nucléolo & o local principal da biossintese do RNA do VAP".

A transmissibilidade do virus do anel do pimentac através

da semente de tomateiros infectados alcanga até 307 (COSTA e KITAJIMA,

1968) sendo que o virus & também transmitido pelo polen.
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5. MATERTAL E METODOS

5.1. Virus/hospedeira

0 virus do anel do pimentao, isolado Sao Carlos, pertencen
te a colegao da Secao de Virologia do Imstituto Agrondmico de Campinas,

SP, local onde foi efetuado o presente trabalho, fol mecanicamente ino-—

>
culado em grupos de quatro plantas de tomateiro da variedade Santa Cruz
com vinte dias de idade e mantidos em casa de vegetacao. O controle foi
feito com tomateiros da mesma idade nao inoculados com o virus.

As amostras para microscopia eletronica foram coletadas
durante o periodo de primeira floracao a partir de plantas que apresenta
vam sintomas tipicos do VAP. Pedacos de folhas retirados de regioes
cloroticas foram cortadas em pequenos segmentos (1-2 m?) a fim de faci
litar a penetracac de fixadores e resina. Com a mesma finalidade, as

anteras também foram cortadas em pequenos pedacos (1-2 mm de comprimen

to).
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5.2. Preparo do material para microscopia eletrcnica

Todo material foi fixado por 2-3 h A temperatura ambiente
(26-280C) em mistura formaldeldo/glutaraldeido (KARNOVSKI, 1965), com a
seguinte composicao: paraformaldeido 4%, glutaraldeTldo 5%, cloreto de mag
nésio 5,0 mM, tampao cacodilato de sddio 0,02 M, pH 7,0.

Apos a fixagao, o material foi lavade durante 2 h (3 x 40
min.) em tampao cacoedilato de s&dio 0,1 M, pH 7,0 e pos-fixados em tet;é
xido de ©smio 17 no mesmo tampao, a 49C, durante aproximadamente 12 h.
Lavagens com agua destilada (3 x 20 min. e 2 x 30 min.) precederam a con~-
trastagao 'in bloco" com acetato de uranila 2% em tampao maleato de gd-
dio 0,05 M, pH 6,0 durante 2-5 h (KARNOVSKY, 1967).

Posteriormente, o material foi lavado em agua destilada
(3 x 10 min. e 2 x 30 min.) e desidratado em gradiente de acetona, como
se segue: 30%Z - 10 min., 50% - 10 min., 70Z - 15 min., 100Z2 - 3 x 20
min. .

A inclusao do material foi feita com resina epoxy (MOLLEN-
HAUER, 1964) seguindo-se a composicao: Epon-812 25,0%, anidrido dodece
nilsuccinico (DDSA) 55,07, araldite-6005 15,07, dibutil ftalato (DBP)
0,5%, benzildimetilamina (BDMA) 4,57,

Como seolvente para essa mistura utilizou-se  acetona  nas
seguintes proporgoes (resina:acetona): 1:3 — 15 min., 1:1 60 min., 3:1 %
12 h. O material foi entao colocado em resina pura e deixado durante 24
h a 38°C, sendo posteriormente colocado em estufa a 60°C durante 48 h.

Cortes finos para microscopia Optica e ultrafinos para mi-
croscopia eletronica foram feitos com navalhas de vidros em um ultramicrd

tomo Porter—Blum MIl. Os cortes finos foram corados com azul de toluidina
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0,5% em solugao de bdrax 17 e observados em um microscdpio dptico. As sec
goes ultrafinas montadas em telinhas de cobre, previamente revestidas
com uma pelicula de Formvar e reforgadas com uma levg deposicao de carbo-
no, foram contrastadas com citrato de chumbo (VENABLE e COGGESHALL, 1965)
e examinadas em um microscopio eletrOnico Siemens Elmiskop I operando  a

80 Kv.

5.3. Testes de viabilidade de grics de pdlen

Para estes testes, uma Unica antera madura e deiscente de
cada flor foi mergulhada numa gota de sacarose 30% em solugao de acido
borico 120 ppm (YANG e HAMILTON, 1874), sobre uma lamina de vidro. O ma-—
terial foi colocado para germinar a 259C durante aproximadamente 12 h. Fo
ram utilizadas anteras de dez flores de plantas diferentes (dez sadias e
dez infectadas) e a contagem de graos de polen germinantes ou nao, foi
feita em um microscopio optico com aumento total de 100X. A porcentagem
de germinagao foi estimada pela observagao de trés campos diferentes e
consecutivos de uma mesma gota da solugdo. Graos de polen que produziram
tubos polinicos, independente do comprimento, foram considerados como ger

minadoes,
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6. RESULTADOS
6.1. Comportamento do VAP em tecidos foliares e de anteras de toma~

teiro
Foi possivel verificar a presenga do virus do anel do pi-
mentao somente nos estagios da microsporogénese de tomateiro que apresen
tam maior duragao, visto que aqueles com curta durac@o, tais como metafa
se T e 11, anafase I e II, etc., sao, obviamente, de diffcil observagao.
As seccoes ultrafinas (60-80 nm) de tecidos foliares e de anteras em di-
ferentes estagios de desenvolvimento mostraram a presenga de particulas
longas (200 am) e curtas (55 nm) do VAP, caracteristicamente associadas
a mitocondrias. Tais particulas agregavam—se ordenadamente lado a tado,
com o eixo maior das particulas perpendicular ou ligeiramente ~inclinado
5 membrana externa das mitocondrias (Figuras 1,2,8 e 16). Quanto & asso-
ciacao com mitocondrias nao se verificou diferenca entre particulas lon
pas e curtas e em nenhum caso foram encontradas particulas longas ou cur
tas do VAP no interior desse organulo celular, nem associacao deste vi-
rus com outras organelas citoplasmiticas ou ntucleo celular., Ambos os ti-
pos de particulas aparecem como agregados em camada simples ou, as vezes,

em camada dupla (Figuras 3 e 4). Cortes transversals de particulas do VAP
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"in situ" (figura 5) mostraram que o diametro das mesmas & da ordem de
20-25 nm, o que est3a de acordo com o trabalho de KITAJIMA (1967) que es-
tudou o diZmetro das particulas em preparagoes purificadas e  contrasta-
das negativa ou positivamente. As vezes, tanto particulas longas  como
curtas apareciam associadas numa extremidade a uma mitocondria e na outra
ao tonoplasto (Figuras 6 e 7). Em alguns cortes de tecidos foliar e de
antera foi possivel observar uma aparente associagao de particulas do VAP
com uma estrutura semelhante a cristal cuja natureza nao foi determinada
(Figura 8).

Fmbora nac fosse de ocorrencia geral, notou-se que a organi
zagao das mitocondrias de plantas infectadas apresentava-se modificada
quando comparada com mitocondrias de plantas sadias (Figura 9). Em plan-
tas infectadas (Figuras 4, 6, 10, 17 e 23) o sistema de cristas mitocon-
driais apresentava-se desorganizado e ds vezes até inexistente, a matriz
mitocondrial bem menos densa e a regiao fibrilar, geralmente considerada
correspondente ao DNA mitocondrial, bem mais alargada que as de nitocon-
drias de plantas sadias.

Sob o aspecto morfologico o VAP parece nao interferir no

desenvolvimento normal da antera e nem nos processos de mitose e meiose.

6.2. Distribuicio do VAP em tecidos de antera de tomateiro

Em todos os estagios estudados, as particulas do VAP, lon~
gas e curtas, apresentavam-se distribuidas genericamente pelos diferentes
tecidos das anteras. Assim, o VAP foi encontrado em células da  epiderme
(Figura 12), do conectivo (Figura 11), do tecido parietal (Figura 13), do

tapetum (Figura 10) e células relacionadas com formacao de graos de polen,
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6,2.1. Presenca do VAP nas células que se encontram em diferentes esta

gios de formagio dos grios de pdlen

0 virus do anel do pimentao foi visualizado somente nos es
tagios de maior duragao da microsporogénese, ou seja, estagio pré-meidti
co, estagio meidtico, estagio de micrdsporo pré-mitdtico e estagio de
grao de polen maduro, Através do estudo de um grande nimero de flores de
tomateiros infectados pudemos verificar que a invasao e distribuicac do
VAP nas diversas anteras de uma mesma flor nac & uniforme. Mesmo numa
Gnica antera invadida pelo virus, a distribuigao deste pelas diferentes
células nao & uniforme. Assim, em todos os estagios de maior duragdo es-
tudados, nunca foram encontrados 100% de invasao das células, sejam elas,
esporogénicas, microspordcitos, micrdsporos imaturos ou graos de pOlen

maduros.

6.2.1.1. Estagio pré-meidtico

0 virus do anel do pimentac pode ser visualizado ja em célu
las esporogeénicas prée-meioticas, as quals aparecem em anteras bem jovens
como um conjunto celular em forma de meia-lua rodeado por células do tape
tum (Figuras 14 e 15)., Cada célula esporogénica & circundada pela parede
primaria, com plasmodesmos conectando as células esporogenicas entre si
(Figura 17) e estas com o tapetum (Figura 16), Em tomateiro, as cé&lulas
esporogenicas funcionam diretamente como microspordcitos ou células-maes

dos graos de polen.
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65.2.1.2. Estdgio meidtico com formagdo de tétrade

Pouco antes do infcio da meiose, cada microspordcito come-
ca a secretar calose ao redor de sua superficie externa, de modo que,
paulatinamente, as conecgoes citoplasmiticas entre essas células tornam-
se escassas e por fim desaparecem (Figuras 18 e 19) como também verifica-
do para outras plantas (ESAU, 1965; HESLOP-HARRISON, 1966; HORNER e  RO-
GERS, 1974; HORNER, 1977).

0s microsporbcitos, também denominados c&lulas-maes dos
graos de polen, comecam a adquirir neste estagio forma arredondada e cada
vez mais se separam uns dos outros e do tapetum, tanto pela presenga da
esPeséa parede de calose como pelo alargamento do 1oculo da antera (Figu-
ras 20 e 21). Tanto particulas longas como curtas do VAP sao encontradas
em células-maes dos graos de pOlen em meiose (Figuras 22 e 23).

Como consequéncia da meiose, a partir de cada celula—mae
do grao de pdlen (microspordeito) formam-se quatro microsporos (tétrade),

que continuam envolvidos por espessa parede de calose (Figura 24).

6.2.1.3. Estigio de micrdsporos pré-mitdticos

ApOs a meiose segue-se um longo periode de intérfase duran
te o qual ocorrem, sucessivamente, os seguintes eventos: formacao da exi
na, desaparecimento da calose que envelve a tetrade com aumento do volu-
me dos micrdsporos e formacao da intina. Exina e intina constituem a pa-
rede envolvente dos microsporos.

Particulas longas e curtas do VAP associadas a mitocon-

drias foram encontradas em citoplasma desses micrdsporas pre-mitdticos

(Figuras 25 e 26).
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Situagao bem caracteristica foi encontrada em muitos mi-
CToSpoTOoSs pré—mitSticos, os quals mostravam particulas longas e curtas
do VAP soltas no citoplasma e agregados de particulas nao associadas a
mitocondrias (Figuras 27 e 28). Nao foi identificada desorganizacao nem
pertubagoes visiveis no citoplasma desses micrdsporos.

£ interessante notar que em muitas anteras observadas, as
células do tapetum apresentavam-se infectadas pelo VAP, com particulas
do virus livres ou associadas a mitocondrias, embora os micrdsporos proxi
mos a esse tecido nac apresentassem particulas virais nem distirbios cito

plasmaticos visiveis (Figura 29).

6.2.1.4. Estdgio de primeira divis3o mitdtica em micrdsporos

Ao final da interfase os nicleos dos microsporos dividem-se
mitoticamente formando micrOsporos com duas celulas: a vegetativa e a ge-
nerativa, sendo que esta Gltima acaba por tornar-se totalmente envolvida
pelo citoplasma da c&lula vegetativa (Figura 34). Segue-se um armazena-
mento de reservas nutritivas, particularmente evidenciado pelo actumulo de
amido, com a consequente produgao de graos de polen maduros,

Particulas longas e curtas do VAP foram encontradas no ci-
toplasma de cilulas vegetativas de graos de polen maduros (Figuras30 e 31)
os quais de maneira geral possuiam alta concentragao de particulas. As Fi
guras 32 e 33 mostram um grao de polen maduro infectado pelo VAP, apre
sentando grande concentracac de particulas, destacando-se agregados cons
tituidos por virias fileiras de particulas curtas dispostas lade a lado

e nao associadas a mitocondrias. Tanto particulas longas como  curtas
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do virus do anel do pimentao foram encontradas, sempre associadas a mi
tocondrias, no citoplasma de células generativas (Figuras 35 e 36). Em
nenhum caso foram encontrados virionms do VAP no nicleo de células vege
tativas ou generativas ou em associagac com paredes celulares destas cée-

lulas.

6.3, Viabilidade de pdlen sadio e infectado pelo VAP

Observando-se graos de polen de anteras de dez flores de
plantas diferentes (dez sadias e dez infectadas), colocados para  germi
nar durante toda a noite, verificou-se que aqueles oriundos de  plantas
sadias apresentavam 62% de germinagao, ou seja, de um total de 1560
graos de polen observados, 970 estavam germinados. Graos de pdlen de
plantas infectadas pelo VAP apresentavam 397 (440/1120) de  germinacao.
Foram considerados como graos de polen germinados, aqueles que produzi-

ram tubos polinicos, independente do comprimento.




23.

7. DISCUSSAC

0 presente trabalho constitui evidéencia favoravel & hipdte
se de BENNETIT (1969) sobre transmissao de virus por semente. Segundo
BENNETT, na grande maioria dos casos a transmissibilidade dos fitovirus
por semente ¢ dependente da sua capacidade em invadir os gametdfitos mas
culino e feminino quando em estagios iniciais de formagao. Tal capacida
de seria determinada pela habilidade do virus em invadir tecidos meriste
miticos podendo portanto, atingir as células-maes dos graos de polen e/
ou células-maes dos megdsporos. A nao invasao viral destas células resul
taria, respectivamente, em graos de pdlen e sacos embricnarios livres de
virus. Desta maneira, terlamos de admitir que todos os virus com capaci
dade de invadir tecidos meristematicos poderiam ser transmitidos por se-
mente e vice-versa, devido ao fato deles poderem invadir as células-maes
dos graos de polen e do megdsporo. Embora o nimero de evidencias dire-
tas através da microscopia eletronica seja escasso, isso mostra ser ver-—
dadeiro para o virus da mancha anular do fumo (CROWLEY et al., 196%; RO-
BERTS et al., 1970; YANG e HAMILTON, 1974), virus do mosaico-em~ faixa
da cevada (CARROLL e MAYHEW, 1976 a,b) e virus do mosaico comum do feijo-

eiro (HOCH e PROVVIDENTI, 1978; GASPAR et «l., 1979 b).
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Neste presente estudo, foi possivel verificar que particu-
las longas e curtas do VAP invadem as cElulas esporogénicas pré-meioticas
de anteras de tomateiro e, a partir destas, alcangam os graos de  pdlen.
Esta observagﬁo e a de XKITAJIMA (1967), gque mostrou particulas longas do
VAP em células meristemdticas de raiz e apice vegetativo de plantas de fu
mo (Nicotiana tabacum 1.) infectadas, acrescentam o VAP aos virus ante-
riormente citados,

A transmissao do VAP por graos de polen de tomateiro prova-
velmente ocorre atravas da invasao e distribuicdo do virus nas células de
meristemas apicais e axilares, as quais, durante a atividade reprodutiva
destes meristemas, originarao os botoes florais. Uma vez presentes  nas
células destes botoes florais, & de se esperar que o virus seja distri-
buido pelos diferentes Srgaos da fior, fazendo-se presente nas celulas de
anteras em inicio de formacao. Nestas anteras estac localizadas as célu-
las iniciais hipodermais as quais, por mitoses, originarao as células es-
porogénicas. Pode-se entao considerar duas suposigoes quanto a presenga
do virus nessas células esporogénicas: 1) as particulas virais estariam
presentes nas células iniciais hipodermais e, a partir destas, seriam
distribuidas para as células esporogénicas, 2) por algum motivo, particu
las do viIrus nao estariam presentes nessas células iniciais da antera. O-
correndeo esta segunda suposicao ainda haveria duas possibilidades de in-
vasac das células que darao origem aos graos de pdlen: a) invasao das
proprias cflulas esporogénicas por virus presentes em celulas circunvizi
nhas, b) invasao das c8lulas~maes dos graos de polen até&, no maximo, as

primeiras sub~fases da profase meidtica, por virus também presentes  em

células vizinhas. E mesmo bastante provavel que a presenga de particulas
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do VAP em graos de pdlen seja devido a utilizagao,por parte do virus, de
todas essas vias de invasao. Pode-se supor que a translocagao do VAP
em todos ©s casos propostos dar-se-ia a curta distancia pelos plasmodes-
mos e a distﬁncias.maiores através de vasos do floema.

Invasio e distribuigdo desigual do virus nas c@lulas meris-
temdticas que darao origem ao botao floral poderiam explicar & desunifor-
midade na presenca do VAP nas diversas anteras de uma mesma flor e mas
células esporogénicas e microsporbeitos. Além disso, € possivel que uma
vez presentes nas células-—maes dos graos do polen, através da utilizacao
de qualquer uma das vias descritas anteriormente, as particulas do VAP
sejam distribuidas ao acaso para as células resultantes da meiose. E mes
mo possivel que nem todos os quatro micrésporos originados de uma  mesma
cdlula-mae infectada possuam particulas do virus, devido a uma distribui-
¢ao nao equitativa daé mesmas.

| A limitacBo do tempo para invasdo das células-maes dos graos
de pélen até no maximo as primeiras sub-fases da profase meiotica, deve-
se 3 deposicao de calose ao redor da superficie externa dos microsporo-
citos, fazendo com que as coneccoes entre eles e deles com as celulas do
tapetum desaparecam. Parece-nos bastante improvavel que particulas do
VAP, presentes em células do tapetum, consigam atravessar a espessa cama-
da de calose que envolve as células—mags dos graos de polen desde o ini-
cio da meiose até a producao de tétrades. De acordo com HESLOP-HARRISON
(1966) a fungao da parede de calose & atuar como um filtro molecular pelo
menos para macromoléculas. Ha indicacoesde que durante a microsporogéne-
se de 17rio (Liliwn longiflorwm Thumb.) a formagac da parede de calose

coincide com a interrupgao na incorporacao de compostos radiocativos no



26.

RNA e proteinas dos meidcitos (TAYLOR, 1959). Tal incorporagzo volta a
ocorrer apos a dissolucao da parede de calose. HESLOP-HARRISON e MACKEN-
ZIE (1967) verificaram que 2*14C~timidina & incorporada em maior escala
nos estagilos pré-meidtico e primeiras sub-fases da profase meidtica. Apds
este estagio nenhuma incorporagao foi verificada, a nao ser a partir do
momento em que desaparece a parede de calose que envolve a tétrade de mi-
crosporos, quando entdo Z—XAC—timidina foi absorvida pelos microsporos

embora nao fosse incorporada.

0 fato de que material marcade seja absorvido pelos micros-
poros apos o desaparecimento da calose, leva-nos a pensar que a parede
destas celulas, constituida inicialmente de exina e posteriormente de in-
tina mais exina, permita de alguma maneira a penetracao de mol@culas no
interior dos micrésporos. No caso particular de virus, nao ha evidencias
diretas da passagem destes atraves da parede celular a naoc ser via plasmo
desmos (ESAU et ¢l., 1967; CROWLEY et al., 1969; KITAJIMA e LAURITIS,1969;
ESAU e HOEFERT, 1972; WEINTRAUB et ol., 1974, 1976). YANG e  HAMILTON
(1974) demonstraram a presenga de agregados do virus da mancha anular do
fumo impregnando a intina de graos de polen de soja sem, no entanto, espe
cularem sobre a origem do virus nessa estrutura celuldsica.

Em relagac ao VAP, nao observamos nenhum tipo de associacio
entre o virus, parede de calose e parede envolvente dos gracs de polen.
Foi observado, no entanto, particulas do VAP em células do tapetum embora
0s microsporos proximos a esse tecide nao apresentassem particulas virais
nem disturbios citoplasmaticos visiveis. O evento pode representar um ca
so de invasao tardia da antera, ou mesmo distribuicd@o nao equitativa do

virus entre células do tapetum e células-maes dos graos de polen.
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Em nenhum caso estudado foram encontradas particulas longas
ou curtas do virus do anel do pimentaoc como contaminante externo da exina
de graos de polen. Este fato excluiria a possibilidade de contaminagao
externa do tubo polinico ou possivel invasao do estigma floral como conse
quéncia da deposicao de graos de polen contaminados como descrito por
HAMILTON et al. (1977) para o virus do mosaico em capim bromo, virus do
mosaico sulino do feijoeiro e virus do mosaico do fumo, que infectam ex-
ternamente exina de graos de polen maduros de plantas infectadas.

Todos esses fatos levam a crer que a transmissao do  virus
do anel do pimentao pelo polen de tomateiro somente seja possivel se hou-
ver invasao e distribuicao do virus nas anteras em estagios iniciais de
formacao e nao em estagios mais adiantados,

Quantitativamente, nac se verificou nenhuma diferenca nota-
vel na concentragao de particulas do VAP presentes nas cé&lulas-maes dos
graos de polen e gracs de pdlen imaturos, os quais quando infectados, nac
apresentavam grande aclimulo de particulas. No entanto, os graos de polen
maduros, ricos em reservas, geralmente possuiam alta concentracao de par-
ticulas longas e curtas do VAP, MASCARENHAS (1975), revisando trabalhos
pertinentes, comenta que nenhum RNA ribossomal, RNA de transferencia e
proteinas ribossomais sao sintetizadas apds a primeira divisaoc mitdtica
que ocorre nos microsporos. Todas essas moléculas utilizadas na sintese
de proteinas requeridas para divisces mitdticas dos microsporos e desen-
volvimento do tubo polinico, sao sintetizadas durante o periodo de matura
cao dos micrdsporos, principalmente no periodo que precede a primeira di-
visao mitOtica. Desse modo, 0s microsporos tornar—se—iam locais muito

apropriados para a sintese viral, devido a alta atividade de sintese
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existente mnesse perfodo. A observagao de uma diferenca quantitativa de

part{culas do VAP — presentes em malor concentragﬁo nos graos de palen
maduros em relacao as c&lulas-maes dos graos de polen — e o aparecimento
de particulas isoladas e agregados do VAP soltos mo citoplasma de micrds—
poros pré-mitdticos e graos de pdlen maduros, levam-nos a acreditar que
ocorre replicacdo do VAP durante o periodo de amadurecimento dos graos de
polen. Deve-se ressaltar, e isto corrobora nossa suposigzo, que  tais
agregados de particulas longas e curtas do VAP, nao associados a mitocﬁg
drias, somente sao visualizados a partir do estdgio de micrdsporos  pré-
mitdoticos. Os agregados nao associados a mitocOndrias encontrados ja
nos micrésporos pré-mitdticos podem indicar um inicio de aclimulo de parti
culas do VAP no citoplasma dessas células.,

Os resultados dos testes de viabilidade de polen sadio e
infectado pelo VAP, tornaram evidente que a capacidade de formacgao de
tubos polinicos & bastante diminuida em grios de pdlen de tomateiro infec
tado pelo VAP. Os testes mostraram que os graos de pdlen sadios tem uma
taxa de germinagao de 62% enquanto polen de plantas infectadas apresen-—
taram 39% de germinagazo. A influéncia de virus sobre a capacidade de ger
minacao de graos de polen tem sido descrita por YANG e HAMILTON (1974) pa
ra o virus da mancha anular do fumo infectando soja, por CARROLL e MAYHEW
(1976 a) para o virus do mosaico-em-faixa infectando cevada e por VEGA
(1979) para o virus do mosaico comum da soja. Em todos os casos os virus
diminuem a taxa de germinacao dos graos de polen.

Em'relagao a transmissao do virus do anel do pimentic do
pdlen para o embriao duas suposicGes, nao exclusivas, podem ser feitas:

a) estando presentes na célula generativa, particulas do VAP podem passar
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ds duas c@lulas espermiticas resultantes de mitose da célula generativa e
entao, durante a fertilizacao, serem incorporados ao zigoto e consequen-—
temente ao embriao, b) uma vez presentes na célula vegetativa, particu-
las do VAP poderiam ser carregadas como contaminante externo pelas celu-
las espermﬁticas para a oosfera e consequentemente ao zigoto e embriao. O
fato de observarmos particulas longas e curtas do VAP no citoplasma de
células generativas favorece grandemente a primeira suposigao, Essas duas
suposigaes tornam-se também validas para uma possivel invasao do endosper
ma da semente, o qual tem sua origem na uniao de uma c@lula espermiatica
com oé dois nicleos polares do saco embrionario.

Os exames de secgOes ultrafinas de tecido foliar e de ante
ra de plantas infectadas pelo VAP mostraram um comportamento celular do
virus semelhante ac descrito por KITAJIMA (1967) e KITAJIMA e COSTA
(1969). .Na grande maioria dos tecidos examinados, o virus do anel do pi-
mentao aparece caracteristicamente associado a mitocOndrias, excegao fei-
ta para microsporos pré-mitoticos e graos de pOlen maduros que apresenta-
ram também agregados de particulas do virus sem associagio com mitocon—
drias e livres no citoplasma. A ocorreéncia de particulas curtas do VAP
(55 nm) "in situ" ficou patente tanto em tecido foliar como em tecidos
de antera. Anteriormente, a presencga dessas particulas havia sido des-—
crita por CAMARGO et al. (1969) na celula vegetativa de gracs de pdlen
maduros de tomateirc e por SILVA e NOGUEIRA (citado em NOGUEIRA,1978)
em tecido foliar de fumo. Pudemos verificar em nosso trabalho, que a
ocorréncia das particulas curtas em tecido foliar & realmente rara, em
contraposigao ds longas que apresentam vasta distribuicdo. No entanto,

em anteras de tomateiros infectados, agregados de particulas curtas sao
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encontrados tdo comumente como os de particulas longas. Considerando- se
o tecido foliar os resultados obtidos sao conflitantes quando comparados
com aqueles obtidos através das técnicas de "leaf-dip" ou de purificacao
do VAP (KITAJIMA, 1967; KITAJIMA et gl., 1969) a partir de folhas com
sintomas desse virus. A proporcac de particulas longas e curtas em pre
paracoes "leaf-dip" foi de 3:1 e em preparacoes purificadas essa propor-
¢ao fdi alterada com predominio das particulas curtas sobre as longas.Sen
do as particulas curtas de baixa ocorrencia em tecido foliar, torna-se di
ficil explicar sua alta frequencia em preparacoes "leaf-dip" ou purifica-
da. Em relagao a esta iltima té&cnica, € possivel pensar-se em quebra
das particulas longas (KITAJIMA, 1967; KITAJIMA et al. 1969), uma vez que
o método & relativamente brusco, o que aumentaria a frequéncia das parti-
culas curtas. Obviamente, ter-se-ia que admitir a existencia de pontos
de ruptura mas particulas longas a intervalos regulares de 50-55 nm. No
entanto, o método de "leaf-dip" & bastante suave, o que levaria a ex—
cluir a possibilidade de quebra das particulas. Estudos mais detalhados
poderiam fornecer possiveis respostas para o evento.

Alem da associagao do VAP com a superficie externa de mito
condrias, caracteristica exclusiva deste virus, foram verificadas asso-
ciacoes do mesmo com o tonoplasto e com uma estrutura semelhante a cris-
tal. Estas associagoes, por nao constituirem regra, sido tidas como mera
mente ocasionais., Estudos citoquimicos, a serem realizados futuramente ,
poderao elucidar a constituicao e possivel papel dessas estruturas seme=
lhantes a cristais,

Em relagao a possiveis modificacoes na estrutura mitocon-

drial induzidas pelo VAP, KITAJIMA (1967) e KITAJIMA e COSTA (1969),
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mostraram haver, embora de maneira nao radical, alteracac na ultraestrutu
ra das mitocondrias de plantas infectadas (maria pretinha -~ Solgnmun ni-
grum L., fumo - Nicotiana tabacwm 1. e pimentao - Capsieum ammaum  L.).
Relatam os autores um sensivel desenvolvimento das cristas intramitocon-—
driais, particularmente bem evidenciado na regiao central da mitocondria,
onde as cristas formavam dobras sinuosas as quais, em algumas  seccoes,
apareciam como anéis concentricos. Este tipo de alteracdo ndo foi identi
ficado em mnosso trabalho, baseado em observagoes de secgoes ultrafinas
de tecidos foliares e de anteras de tomateires, embora tivessemos notado
outras alteragoes mas mitocondrias de c8lulas infectadas. Embora nao fos
se de ocorrencia geral, verificou-se que as mitocondrias associadas a
particulas de virus, apresentavam-se com o sistema de cristas mitocon~
driais desorganizade e ds vezes até enmexistente, com a matriz mitocon—
drial bem menos densa. As regioces fibrilares da matriz onde se concentra
ria o DNA mitocondrial mostravam-se bem mais alargadas que as de mitocon-
drias de plantas sadias. Este alargamento pode ser devide a um  aumento
na quantidade de DNA da mitocdndria ou a uma possivel desorganizacao da
matriz mitocondrial. Uma observaczo semelhante foi descrita por  LUNGER
e CLARK (1978) em relagao ao virus intramitocondrial ("intramitochon-
drial virus" - IMV) infectando culturas de células do bago de vibora da
linha VSW (Viper Spleen Warm). As mitocdndrias que contem o IMV sao fre
quentemente inchadas, comparadas com aguelas livres de virus, além de a-
presentar um consideravel grau de desorganizacao das cristas mitocon-
driais. As possiveis inter-relacdes, diretas ou indiretas, entre a multi
plicacao desses virus e as mudangas na estrutura mitocondrial sao ainda

cbhscuras.
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8. CONCLUSUES

1Q

As particulas curtas (55 nm) do VAP ocorrem tanto em tecido foliar
como em tecidos de anteras, nao havendo diferenga quanto & asso

ciacdo com mitocdndrias, entre particulas longas e curtas.
O VAP nao & encontrado no nucleo celular como virionm.

0 VAP estd presente em células esporogénicas pré-meidticas, célu
las-maes dos graos de polen, micrOsporos imaturos e graos de po-

len maduros.

A alta concentragﬁo de particulas do VAP no citoplasma de células
vegetativas de graos de pdSlen maduros & resultado de distribuigao

e multiplicacao local do virus.

Particulas longas e curtas do VAP sao encontradas tanto ma célula

vegetativa como na generativa de graos de polen maduros.
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Figuras 1 e 2. Micrografias eletrGnicas mostrando porgoes de células do
tecido foliar de tomateiro infectado pelo VAP. Figura 1. Particulas cur
tas do VAP (vc) associadas a mitocondrias (m) em celula epidérmica. pec,
parede celular. 54.600X. Figura 2. Particulas longas (vl) e curtas (vc)
do VAP em associagao com mitocOndrias (m) em c€lula de parénquima clorofi

liano. c¢l, cloroplasto. 65.200X,

Figuras 3 e 4. Secg¢oes ultrafinas de c2lulas de antera onde se observam
agregados em fileiras simples e duplas, tanto de particulas longas (vl)®
como curtas (vc) do VAP. Notar, na figura 4, a desorganizagao mitocon-

drial com cristas pouco desenvolvidas e matriz escassa. m, mitocondria.

50.500%.







Figura 5. Seccao ultrafina de c€lula de tecido parietal de antera de
tomateiro mostrando algumas particulas do VAP (v) cortadas transversal-
mente e outras cortadas obliquamente. m, mitocondria; g, complexo de

Golgi. 52.000X.

Figuras 6 e 7. Secgoes de células de tecido conectivo de antera. Figura
6. Ocorrencia de particulas longas do VAP (vl) associadas numa extremi-—
dade com mitocondria (m) e na outra com tonoplasto (t). n, nucleo.
&

35.100X. Figura 7. Particulas curtas do VAP em dupla associacao com

mitocondria (m) e tonoplasto (t). 54.500%.

Figura 8. Porgao de uma c&lula do paréqnuima clorofiliano foliar de to
mateiro onde ocorre uma aparente associagao de particulas longas do
VAP (vl) com uma estrutura semelhante a cristal {cr). m, mitocondria.

Observar que as particulas virais (v) aparentam constituir, peloc menos

em parte, o cristal. 55.000X.

Figura 9. Detalhes de mitocondria (m) oriunda de planta sadia. Crig
tas mitocondriais, matriz e regiac portadora do DNA (& ). Comparar com

figuras 4, 6, 10, 17 e 23. 65.900%.







Figuras 10 a 13. Seccoes ultrafinas de diferentes tecidos de anteras de
tomateiros. Figura 10. Presenca do VAP (vl) em célula do tapetum
(tap). Notar a desorganizag§0 estrutural das mitocondrias (m). cmp, q§
lula-mae do grao de pdolen. 21.000X. Figura 11. Particulas pequenas
do VAP (vec) em associacao com mitocondrias (m) e tonoplasto (—=) em
uma c&lula do tecido conectivo. 54.600X. Figura 12. Ocorréncia de par
ticulas longas (vl1) e curtas (vec) do VAP associadas a mitocOndrias
(m) em célula.da epiderme da antera. 45.000X. Figura 13. Particulas,
curtas do VAP {(vc) em associag&o com mitocondrias (m) em cé&lula do te-

cido parietal de antera. 55.500X.







Figuras 14 e 15, Tecido esporogenico evidenciado em cortes de antera jo
vem de tomateiro. Figura 14. Fotomicrografia mostrando a camada de cé-
lulas esporogeénicas (setas) em forma de meia~lua. te, tecido esporogé
nico. 1.750X. Figura 15. Micrografia eletronica de antera jovem mos—
trando células esporogénicas (ce) pré-meiSticas com citoplasma bastante

denso e células do tapetum (tap) com citoplasma vacuolado. Notar a

presenca do VAP (v) em uma das c&lulas esporogénicas. mn, nicleo.10.050

X.
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Figura 16. Detalhe de uma das células esporogenicas mostradas na figu~
ra 15. Observar a presenca de particulas longas (vl1) e curtas (vc) do
VAP em assoclagao com mitocOndrias (m) com o eixo maior das particulas
ligeiramente inclinado em relagdo 3 membrana externa das mitocondrias. No
tar a presenga de plasmodesmos (pl) conectando a calula esporogenica

(ce) com uma célula do tapetum (tap). n, nucleo. 52.500%.

Figura 17. Secgao ultrafina de células esporogénicas pré-meidticas mos—
trando particulas curtas do VAP (vc) caracteristicamente associadas a
mitocondrias (m). Observar o estado de desorganizagao mitocondrial. No-
tar a presenca de plasmodesmos (pl) conectando duas células esporogéni-

cas {(ce) entre si. 72.500%.







Figuras 18 e 19. Células-maes dos graos de pslen evidenciadas em cortes de
antera jovem de tomateiro. Figura 18. TFotomicrografia mostrando a presen
ca do conjunto celular em forma de meia~lua constituido pelas células~ maes
dos graos de polen (emp). 2.600X. Figura 19. Micrografia eletronica mos-
trando c&lulas-maes dos graos de polen (cmp). Notar a presenca de calose
(&) ao redor dessas células e a inexistencia de plasmodesmos entre elas.

Inicio de alargamento do loculo (lo) da antera. tap, tapetum. 6.030X.







Figuras 20 e 21. Micrografias eletronicas que ilustram o desenvolvimento
das células-maes dos graos de pdlen. Figura 20. Aumento do 1Gculo da an-
tera e presenca da parede de calose (&) ao redor das celulas-maes dos
graos de polen (cmp). 4.500X. A figura 21 evidencia o arredondamen-—
to das células-maes dos grads de polen  (cmp), aumento do 1dculo (lo)
da antera e presenca de uma grossa parede de calose (e ) ao redor de ca-

da célula-mae do grao de polen. 4&.450%.

Figuras 22 e 23, Secgoes de anteras mostrands cdlulas-mies dos graos
de polen em meiose. TFigura 22. Presenca de particulas longas do VAP
(circulo) em célula-mae do grao de polen (cmp) totalmente envolvida por
calose (s ). A presenca da parede de calose caracteriza a célula-mae
do grac de polen em meiose. 5.000X. A insercao mostra detalhe da asso
ciagao de particulas longas do VAP (vl) com mitocOndrias(m).. 23.000%.
Figura 23. Porgao de uma c€lula-mae do grao de pSlen em meiose, eviden—
ciando a presenga de particulas longas (v1) e curtas (vc) do VAP em asso

ciagﬁo com mitocondrias (m). 34.000X%.







Figura 24. Fotomicrografia mostrando tétrades (td) originadas a par
tir da meiose ocorrida nas células-maes dos graos de polen. lo, 1ldcu-
lo; tap, tapetum. 2.330X, A insercao mostra micrografia eletronica
de uma tétrade (td) onde se pode notar a espessa parede de calose

(2 ) que envolve os micrdsporos da tétrade. 3.000X.

Figuras 25 e 26. Microsporos pré-mitdticos mostrando particulas longase

curtas do VAP em assoclagao com mitocondrias. Notar o citoplasma bas-

tante denso sem distirbios aparentes. Figura 25. Particulas longas
(vl) e curtas (vc) do VAP presentes. m, mitocondria; ex, exina; in,
intina. 34.500X. Figura 26. Particulas do VAP indicadas ( —). m,

mitocondria. 12.100X.







Figuras 27 e 28. Micrdsporo imaturo pré-mitdtico mostrande a ocerren-
cia de particulas do VAP sem associagao com mitocondrias. Figura 27.
Visgo geral do micrdsporo (mi) apresentando um feixe de  particulas
longas ( ® ) sem associacao com mitocondrias. Notar que o citoplasma
apresenta-se bastante denso e nao mostra evidencias de desorganizacao.
n, nucleo. 18.000%. Figura 28. Detalhe da figura anterior mostran-
do o feixe de particulas longas do VAP (£ ) sem associagao com mito-
condriase particulas longas e curtas do virus distribuidas ao acaso

pelo citoplasma do micrdsporo (setas). m, mitocondria. 51.000X.

Figura 29. Seccao ultrafina de antera mostrando particulas do VAP (—)
no tapetum (tap) e nao ocorrencia de particulas virais no microsporoe

(mi) proximo. A exina (ex) apresenta-se livre de particulas. lo,

16cule. 15.500X.







Figuras 30 a 33, Craos de pSlen maduros com ocorrencia de alta concen-
tracao de particulas longas e curtas do VAP no citoplasma da c8lula
vegetativa. Figura 30. Alguns agregados de particulas do VAP sao mos—
trados (—}. 7.700X. A figura 31 mostra um detalhe da figura ante-
rior onde se nota alta concentragao de particulas longas (vl) e cur-—
tas (vc) do VAP. 50.500X. Figura 32, Agregados constituidos por va-
rias fileiras de particulas curtas do VAP sem associacao com mitocon-
drias. Também ocorrem particulas curtas associadas a esta organela ce-
lular. 12.750X. Figura 33. Detalhe da figura anterior (circulo) mos
trando um agregado de particulas curtas do VAP constituido por quatro

fileiras de particulas dispostas paralelamente, 109,000%.







Figura 34. Grao de polen pos-mitotico. A celula generativa (cg), fusi
forme, @& envolvida pelo citoplasma da célula vegetativa (cv). Presen

ca de amido (a) como subst@ncia de reserva. =n, nicleo. 8.850X.

Figuras 35 e 36. Graos de polen pos-mitdticos evidenciando a presenga
do VAP no citoplasma de células generativas. Figura 35. Particulas do
VAP (v) associadas a mitocOndrias (m) no citoplasma de uma célula
generativa. A parede envolvente desta célula estd indicada ().

50.200%. TFigura 36. Porcao de um grao de pdlen maduro onde aparece par
te da c@lula generativa (cg) envolvida pelo citoplasma da celula vegeta
tiva (ev). Particulas longas do VAP (vl) ocorrem associadas a mito-
condrias (m) na célula vegetativa. Particulas longas (vl) e  curtas
(ve), também associadas a mitocdndrias (m), sdo localizadas na celu-

la generativa (cg). As setas ( & ) indicam a parede envolvente da cé-

lula generativa. n, nlcleo. 35.200X.






