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1. INTROOUGAC

No Estado de Sao Paulo tem sido isclado & iden
tificado um grande nimero de viroses sm leguminosas cultiva-

das, principalmente sm feiioeiro {Phassclus vulgarils L.}, so

ja (Giycins max L. (Merr)) e feijao macassar [ Vignas sinen -
sis Endl.]}. Somente em feijloeiro s feijdo macassar ja foram
constatsdas 10 moléstias de etioclogia viral ( Coste 8t al.,,
1989, 197113, Apesar do ndmero elevado de viroses sncontra-
das em feijoeiroc no Estade de Saoc Paulo, com excegao talvez
do mosaico dourado, as moléstias a virus nao chegem a repre-’
sentar fator limitente pars a culturs (Costa, A.8., comuni-
cagao pessocall, principalmente quando comparados com ps da-
dos obtidos na Holanda e Austrélia, onde os efeltos da infec

Gao do virus do mosalco comum podem reduzir até 50% da prody
gac {Corbatt, 1865}.

Dentre os virus gue dinfstam naturalments G
feijoeiro, trés deles causam sintomas semelhantes de mesalco
nas folhas: mosalico comum do feijoeiro, mosalco samarsle  do
fgiioeiroc e mosalce em dssenho do feljoelro ( Costa et al.,
1971). Em feijdu macassar ccorre, na naturezs, um virus gus
tambam causa sintomes de mosaico em feljosiro (Costa et al.,
166817,

Os virus do moseico comum e mosaico amarsloc do
fgijoeiro pertancem a um mesmo complexo, devido a sémezheﬂqa
morfoldgice das particulas e relagbes serologicas (Beemstsr
& van dsr Want. 1%52; Brandes & Quantz, 1855), Esses virus
pertancem a0 grupao morfolégico do virus Y da hateta, medindo

780 nm cde ceomprimanto normal (Brandes, 186417,

0 virus dao mosalco sm desanho do feijoeiro
(VMDF), coletado me regido ds Campinas, infete plantas de
feljomiro causﬁndq;aintomaside mosaico leve nas folhast. As

particulas desse virus sac isométricas e medem 25-30 nm de
giadmetroc. N3p se conhecem as relagOes serclogices do  VMDF
som ouiros virus ﬁé descrites,havendo sugestoes de que ague-
le possa pertencer ao grupo do "southern hean mosaic virus”,

spesar de terem algumas caracteristicas diferentes (Costa st
al.. 1871).
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0 virus do mosaico do feijao magassar,conhecl-
do também como virus do mosaico da Vigna {(VMV), fol isoclado
de plantas de felijzo macassar, podends artlficlalmente infe-
tar algumas variedsades da feijoeiro. As particulas desse vi
rus saoc isomstricas e medsm 25-30 nm de didmetro, Az carac-
ter{sticas sintomateldgicas da moléstia, a morfologia das
particulas e as relagles ssroldgicas permitem incluf-loc no

grupo do "cowpea mosalic virus” (CPMV) [ Coste et al., 18685
Gliveira et al., 1968). '

0 fato do VMUOF 8 do VMV induzirsm sintomas de
mosaico em feilioelro & apresentarem particulas semeihantas
levou-nos a efetuer um estudoc comparativo entre eles. Ao mi
croscopio ds luz foram investigadas as ancmalias citclogiceas
associadaes & infecgao & & agdo da pepsina sobre elas. Ao mi
crqscépio slectrénicoe forem estudadas a morfologia das parté
culas em preperagdes "lesaf-dip" e em preparacoes purificadas.
Fol 4investipade tambem, comparativamente, a ultraestrutura
dos tecidos infeiados.

e



2. REVISAD DE LITERATURA

2.1. Virus do Mesaico em Desenho do Feijoeiro

3 virus do mosalcoc em desenho do feijoeirol{VMOF)
foi iscledo de plantas de feijoeiro ne regido de Campinas. Ex
serimentalmente ests virus pode causar sintomas de mosaico em
desanhos simétricos ou raraments lesoes necraticas em 120 va-
risdades de feljoeiros testados. A despeito do alte Indice de
infectivideds nas variedadss de feijosira, o circuloc de hospe-
deiras do VMDF com relagasc a outras espécies &€ bastante restri
to, %tendo sido recuperado eBm testes de sstufas, apenas de sclie
sem sintomas aparentes da molestia. As plaentas ds feijoeliro
com sintomas do virus nédoc apresentem redugaoc do porte e os pre
jufzos causados sao considerados psguenos. Nao se conhece ain
da & manelira pela gual a dosnga & transmitida na natureza. Ten

tativas de transmissao por afidlos, tels como Myzus psrsicae

Sulz.., Aphis gossypil Glov. e Macrosiphum suphorbiae Thom. tér

produzide resultades nsgativos. Tampouco foi ohservada a trans

misedo do virus através de semente {(Coste et al., 18717,

€atudos histoldglicos preliminsres ao microsctpic
slactrénico mostrarem a existdncis de particulas isométricas de
25-30 nm, formando inclusces cristalines no citoplasma de plar

ras de fesljoeliro e soje infetadas com o VMOF ( Camargo et al.,
18691,

Embora ainda naoc se dispcnham de evidéenclas imu?
nologicas acerca Rdo VMDF, & possivel gque ele faga parte dc
complexo do virus do mosaeico do feijoeiro do sul (SBMV], ancor
trado na regiao sul dos Estados Unldos por Zaumsyer @ Harte:
(18943). FEsses autores descresveram dois isolados desse virus
com caracter{sticas ffsicas o guimicas comuns, mas = distinto:
porgus apenas um deles 8 transmitido aetraves da ssmente. {
SEMYV causa sintomes de mosaico ou lesGes necrcdticas nas folhar
de feljoceiro e soja, nao tendo sido recuperadoc de outras CEYR

clgs 6 DLANRLAS.

Dutras estirpes do SBMV forem tambeém iscla

ol

ans

ol

feijoceiro (estirpe several no México (Yerkes & Patino, 1860

St
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de Vigna sinsnsis sp. (aestirpe "cowpea”] nos Estadeos Unidos

{Shepherd & Fulton, 1962). €Estas duas estirpes s tamhem ea-
quelas lsoladaes por Zaumeyer e Harter (1943) epresentem algu
mas propriedades bloldgicas diferentes, maes sstdo serclogica

mente relaclonadas (Grogan & Kimbkle, 1964},

As particulas do SBMY foram purificadas pela
primeira vez por Price st al. (1945}, observendo que elas po
dam ser cristalizadas sm presenca de sulfate de amdnila cu
magnesic, na forme ds prismas e plramides rombicas, identifi
caveis av microscopio de luz (Price, 1946). Em preparacgdes
metalizadas ss partfculas aparseciam em arranjos cristalinos,
medindo 25 nm de diametro cada unidade (Price et al., 1948).
Utilizendo a técnica de rsplicacac, lLabaw e Wyckoff { 1957 )
chservaram gus 0% cristais chtidos esm preparagles purifica-
das sao constitufldos por particulas em arranjos cibices, me-
dindo 34,5 nm de diadmetrc. O coeficiente de sedimentacao das
particulas do SBMY € de 114 § e o coeficiente de difuséo
1,39 x 10M? cm/sag (Miller & Price., 1946 ). 0 peso molecu-
lar da particula do SBMV foil calculado em 6,8 x 108 ( Miller
& Price, 1546 )} e, mais recentemente, em 6,1 x 108 { Lauffer
et al., 19521, 0 ponto isoelétrico das particulas varie en-

tre o pH &4.,0-06,0, dependendo da estirpe [ Magdoff-Fairchild,
198713,

Miller & Price (1248 ) determinaram a composi-
g2o guimics do SBMV 2 mais recentemente fol verificedo ques
as subunidades da particuls contém 270 resfiducs- de aminodci-*
dos {Tremains, 14EB) & que o szu peso moleculer & de 29.000
(Ghabrial et el., 1887}, iguasl pare as trés estirpes{feljoel
ro, severa 8 "cowpea”). 0 acido nucleidc do SBMV & deo tipo
RNA de helice simples, com peso molecular de 1,4x188 g com

coaficiente de sedimentacao de 25 S {Diensr, 19E5).

0 SBMV foi gtilizado come modelo para o sstudo

da translocacdan de virus em tecidos de plantas,tendo sido de
monstrado que as particulas do virus s2n transportadas no

| fluxo do xilemas assim coma no floema o gque na direcgaoc das fo
ihas a translocagao das particulas ¢ mals répida e eficiente

do gue na direcec da raiz (Schnaeider & Worley, 195%a.b).
Y

P



Edwardson gt al. (1966) foram os primeircs a
descraver a ultraestruturas dos tecidos infetados com o SEMY,
relatando partfculas ilsométricas de 20,5nm de diametro, agru-
sadas ou iscladas no citoplasma das célulss, similares aque-
las notades am secgdss ultrafinas de "pellets” do virus purl
ficado. Os Zosten s Oaard (1668) e Weilntreub s Ragetli(1370a)
demonstraram a occorréncia ds particulas de virus glspers a3
ng citoplasma, no nuclsoplasma, nos vacUolos e, esperadica -
mante, formando inclusoes cristslinas ou paracristalinas em:
tecideo foliar de feiljoeiro infetado pela estirpe feijoeiro do
$BMV. De Zosten ¢ Gaard (1868) relataram um dlametro de 26-/
-29 nm pare as particulas encontradas nos tecidos foliares

assim como nes sacgdes de "pellets” do virus purificedo.

Waintraub 8 Ragetli [(18970a) verificaram,am sec

gan ultrafina de Vigna sinensis Endl., gus as particulas do

S$BMY estlrpe "cowpea”" aparscem formando cristals no nacleo
¢ no citoplasma, 13 dias apds a inoculagao do virus. O dia-
metro das particulas nessss cristais varia sntre 24-25 nM.
Contude, guande esses tecidos foram fixados em uma mistura
de scrolsine & formalins 8 incluidos em glicol metacrilato
(GMA-resina hidrossoldvel), es particulaes cristalizadas apre
sentavam 27,8 nm de digmstro {(Weintraub & Ragetli, 1870h}. A
diferenga no diametro das partfculas do SBMV, relatadas nes-
ses dols trashalhos, foi airitufds pelos autores aecs diferen-
tes meios ds inclusao utilizados. As investigagoes ciltoqui-
micas, realizadas nos tecidos inclufdos em GMA, mostraram que .
ss5 particulas de virus, nas seccbes tratadas com pepsina du-
rante 30 minutos, “inkam seu diametroc reduzido para 20,5 nm,
sugerindo que a cemada externs da capa prpteica de 3,5 nm era
sensivel & pepsina. Por outro lado, nas seccgGes tratadas
com Rnase durants uma hora, observaram o aparscimento de uma
zona central clara de 11,8 nm de didmetro, provavaelmente a

regiac onde se loceliza o RNA (Weintreutb & Ragetld, 1870b].

2.2 Virus do Mosalco da Yigna

A ocorréncia de vircses sm feljaoc macassar tem

sido descrita no Rio Orande do Sul e no Nordeste - regiao
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onde a cultura & importants na alimentacao do homem (Olivel-
ra, 1947 ; Vital et al., 19897,

Recentemente, Costs st al, (1969) 8 Caner et
al. (1888} isolarem, no Estado de Sao Paulo emn faijao macas
sar, um virus gue causa mosalco nas folhas, sendo denominado
virus do fsijdo macassar cu virus do mosaico da Vigna (VMV).,
Este virus pods ser transmitido mecanicamente com relativas
facilidade nac sd pars vérias legumlnosas, entre ec guais o
feijcsiro e a soja, como também para alguns membros da fami-

lia Chenopodleceae {Chencpodium quinoa Wild. & C, amaranti -

cclor Coste §& Reyn.) & da familia Amaranthacease | Egggggggé
giobosa L.), mas desconhece-se ainda a mansira pela gqual es-
te virus & transmitido ne natureza. Experimentalmente nao
fol obtide 2 transmissao por afidios e nan fol ebservads a
trensmissao pela semante. As partfculas do VMV sio de con -
formagao esfercidal, medem 25-230 nm de diametre e ocorrem em
altea concentragao nos tecidos. Como o feijao macassar nac &
cultivado economicaments no Estado de Sao Paulo, a importan-
cla desss virus como moléstia & diminute, representandc, no

gntante, uma amesaga em peitencial pars e cultura de faijoeiro

g soja,

Us estudos deg patologia, morfologla das parti-
culas & testes seroldgicos cruzados indicam que o VMV perten
ce ao grupo do CPMVY descritc por Agrawal {19B4) [ Costa et

El" 1968; Caner gt al., 18689; 0Oliveira et al., 19693].

-

U CPMY fol dascrito pele primeira Qez ser Smith
(1824) nos Estado® Unidos da América do Norte. Este  virus
causa sintomas de mosailco, enrugamento e distorgao das  fo-
lhas de Vigne sp e outras leguminosas, tendo sido transmiti-

do através do inseto mastigador Ceratonia trifurcats Forst.

{Coleoptera).

Uma estirpe do CPMV descrita em Trinided pdde

ger transmitida por Csratonie rublcornis g 'pela semente de

plantas de Vigna ungulculata L. (Walp) (Dele, 1949, 1953).Na

~Nigeria, Chant (1853, 1962) isolou um virus com caracterfstl

cas semelhantss aquelas do CPMV, descrito por Dale (1949).

Nos Estados Unidos da Americe do Norte, Shepherd {13564) das-
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creveu um virus com circuleo de hospadeiro cdifarentes, mas que

estava relacionade serolopicamente com o JPMY.

Agrawal {1964) estudou as caracteristicas bio-
16gicas, biof{sicas, bioguimicas = imunoldégicas de cince iso-
jados do CPMV, sendo trés da Amsrica do Sul, um ds Nigérie e
um de Trinidad., Esses isolades estao rmlecionados serologica
mente, sendo que trés deles reagem mals fortemente entre si,
s mesmo ocorrendo cem 08 cutros dois isolados, levando o au-
tor & separa-los em duas estirpss distintas: amarela e seve -/
ré. Os anti-soros dos cinco isolados do CPMV nao reagiram com
diversos virus isométricos, com excegao ao "pod motlle” do
felioeiroc, Em preparacgoes purificacdas e submetidas a ultra -
centrifugagdo em gradiente de densidade, foram obtidas tres
fracoes de CPMV, com os seguintes coeficientes de sedimente -
cao: E60, 98, 118, sendo denominadoes, respectivamente, compo -
nentes do topo, meio e fundo. Os componentes do topoc e co
meio, guando inoculados em plantas testas, nao foram infeoti-
vos, enqgquanto gue © componentes do fundo mostrou-se altamente
infectivo, Brusning 8 Agrewal (1887} cbserveram gue, mistu-
rando~3e 08 componentes do fundo s do meleo, o numero da le-

s0es nas plantas incculadas sumenteva em oito vezes, sugerin-—

do um sinergismo entras slss.

Trabalhos rescentss tem mostrado gue © componen-
te do topo nao contém RNA & gue o componente do meio e do fun
do contém 24% eEBSi'da RNA respectivamente (Agrawal , 1884
van Kamman, 13887, Os dois componentes nucleoproteicos guan-
do separados por ultracentrifugacdn nao sao infectivos, recu-
perando a infectividade guando misturados novemente {van Kam-
men, 1868, Misturas do componente do meio da estirpe amare-
la do CPMV com o components do fundo da sstirpe mutante da a-
marela, ou vice-versa, mostraram-se infectivas, 0 masmo nao
ocorrando com as miletyras do componzante do funde da gz tirpe
amarala do CPMY com a ssticps savera do COPMYV {(0e Jagsr & wvan
Kammen, 18970).

Sistemas multicomponentes, isto 8, &m que dols

r]
ou mais tipos de particulas de virus participam na infeccan,

tém sido descritos pare o CPMV {van Kamoen, 1988} & para ou-

=

port
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tros virus de plantas como o "pod mottle” do feijocelro (Weood
% Bancroft, 1865), do grupo do "ratlle” do fumo {(Lister, 1866],

"streak” do fumo (Fulten, 1967) e mosaicc da alfafa [(Bol et
al., 19711,

Analises de preparagoes purificadas do CPMV
mostraram uma ahsorgao de UV em torno de 260 om, sspectro t£
pico de nucleo-proteina (Aprawal , 1964). O componentes do
meio taem uym peso molecular de § x 1@8 e 0o componente do fun-
do de 7,7 x IGS {van Kammen, 1867). A mobililidads electrofo;
rética das particulas do LPMY & variavel. tendo sido verifi-
cada a existéncle de dois componentes com relagac B mebilida
de: uma formas de movimento réplideo & uma forma de movimento
iento {Agrawal ., 1964; Semancik, 1968). O componente de mo-
vimento lentc € encontrado no infcio da infecgao e o de movi
mento rapido no finmal da infeccgaoc, podendo-se efetuar a con-
varsac da forma lenta na forma rapida (Niblett & Ssmancik ,
1897, Recgantemente foi verificado gue as subunldades das
particulas do CPMV sao constituldas de trées proteinas dife -
rentss: uma grande e duas pequenas, sendc slas as responsa -
vaeis pela diferenca da mobilidade electroforétice encontrada

na forma rapida 8 lenta (Wu & Bruening, 1971; Geelen et al.,
19721,

2

[}
1

awal (1964) verificou que as particulas do
CPMY em preparacces contrastadas negativamente apresentam-sa
sob a forma poliedrica. E£asas particulas podem se apresen -
tar compietes ou com a parte central oca, medindm;rasgectivi
mente, 24-Z7 nm ﬁ 23-25 nm de diametro, Na epiderms de fo-

lhas de VYWigna sinensis Endl. infetadas com o CPMV foram ob -

servadas, aa microscdpio de luz, inclusces granulosas no cito

plasma.

Estudos comparativos, esfetuadeos por Milne
{1867}, acerca da ultraestrutura de folhas de C.guinoa infe-

tadas com o CPMY, mosaice do Chenopodium e mosalco do nabo

E

nao possibilitaram a identificecao das particulas de naenhum
gessas tres virus, em dacorrencia de as mesmas s@ ancontra
ram dlspsrsas no citoplasma sntre cs ribosomas. Van der

Scheer ¢ Grognewsgen (18971) observaram particulas do CPMV,me

P
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dinde 17-23 nm de diametro,no interior de tdbulos asscciadoes

a parede celuler, no citoplasma 2 no gspago intercelular de

plantas de Vigna unguiculata (L.) Welp. No citoplassma e no

nucleo dessas cclulas ooorrem também estruturas membranosas,
assocladas & moldstia, Kim e Fulton (1871, 197%2) encontre -
ram sm tecldos de feijoeiro infetados com o virus do " pod
mottle” do feljoeliro, o gual assta serologlcamente relaciona-
do com o CPMY. partfculas de virus no interior de tébulos as
socledos a perede celular e estruturas vesiculares » fibriia
res no citoplasma, Nos vasos do xilema 2 do floema foram
também notadas partfoulas de virus.



3. MATERIAL £ METOQOS

3.1. virus

0 virus do mosalco em desenho do feijoeiro (VMDF)
g 0 virus do mosaico da Vigna (VMV), utilizados naste trabalho,

foram isolaedos respectivamente de feijcelro {Phaseoclus vulgaris

L.} ne regiao de Campinas e de feijao macassar (Vigna sinensic

Endl.) nes regices de Campinas e Matdo, S.P., Esses virus fa-

zem parte da colegaoc de Segadoc de Virologie do Instituto Agrond-

mico ds Campilnas.

3.2. FPlantas

Foram utilizadas amostras de plantas de feijoeiro
de variedade Mantelga & Scotia com sintomas sistémicos do VMGF

g plentas de soja (Glycine max.lL.)inoculadas com o virus, mas sen

sintomas aparentes.

Como hospedeiras do VMV foram utilizadas pilan -

tas de feijao macassar, feijoeiro e C.quinosa.

Folhas ds C.guinca com sintomas locais do VY
foram coletadas perlodicamente durante uma semana apds a inocu-~
lagdo e folhas de feljoseiro com infecgéo sistémica do VMOF  fo-

ram coletedas durantes trss semanas apds & inoculacao do virus.

Plantas de feljosiro, variedade preto, foram uti-

lizadaes como hospedeiras do VMDF e VMV, simultansamente,

Os .virus foram trsnsmitidos mecanicamente e as

plantas mantidas em condigbes de sstufa.

3.3. Teécnicas ds microscopia de juz

3.3.1. Fregmentos de epiderme

3
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du plantas, através de exams do eplderms destacada de folhas in-

fectades, tém auxiliado a diagnose de muitos virus de plantes
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{MacWhorter, 19851}, Esga tecnica tem a vantagem de ser sim-

ples @ rapida, e © amprago de corantes adsguados permite =

diferenciagao de 1lnclusdes a virus das estruturas normais das
células.

Assim, para se determinar a existéncia de incly
soes detectdvels ac microscdpio de luz,assocladas & infeccho
do VMODF & VMV, epldermes follares de plantas de feijoeiroc e

soja infetados com o VMDF ¢ de feliego macassar, feiloceiro =

C.guinoca infetados com 0 VMV foram destacadas, Fixadas ou
nao em aldeido glutdrico a 3% durante 5 a 10 min., coradas

com azul de Trypan (MacWhorter, 1%41) ou com uma mistura de
caleomine laranjae e 1luxol verds brilhante (1:4) { Christie ,

16877, Esses {fragmentos foram montados em laminas com agua

testilada e cbhservados ao microscépio de luz.

Para se verificar a natureze protelca das pos-
sivels inclusdes, eplidermss do faljoedros infetados com o
VMDF e de feljac macassar infetado com o VMV foram mergulha
des em solugOes de pensins a 0,25% dissolvida em HCO1 0,1 N.
Como controlis, epidermss de plantas infetadas foram tratadas

gpenas com HC1 0,1 N. Esses tecidos foram a segulr corados

caom azul da Trypan.
3.3.2. 8=2cgoes de tecidos

Caoam a finalidade de se identificar as inclu-
sbes sssociadas ao VMOF e VMV em secgac de tecido, pedagos
de folhas infetadas foram processados segundo as teécnicas de
fixacao s incluség'empregaﬁas em microsceopis alectréﬂiea,goi
teriorments descritas, © seccionadas em ultramicrétomo FPFor-
ter-8lum, em cortss de gspessura variavel entre 1-2 um. As
secg0as foram coradas com Azur IT e azul de matileno—boraxl%

(Richardson et al., 1860) & esxaminades ac microscdopic de luz.

Amostras de tecidos infetados pelo VMOF ou pa-

le VMV tambem forem processadoe pelos métodos habituais uti-
T
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dratados em alcool, smhebidos e inclufidos em parafina, sec-

cionados am cortes de 5~7 um de sespessura e corados com he-

matoxilina-eosina,

3.4, Tecnicas de Microscopla Electrondcea

3.4.1. Matodos para estudos morfoldgicos
Para se determinar o diametro das particuleas
do VMDF e do VMV, foram empregados alguns métodos de micros

copla elsctronice gue permitem a identificacdo & mensuragao

das particulas em diferentes condigdes.

Uma combinagac dos métodos de “leaf-dip”{Bran
des, 195%7) e contrastacao negativa (Brenner e Horner,1958),
proposta por Kitajima (1965}, tem sido Util pare a visuali-
zagao dos virus iscométricoes, e foi vitilizada neste trabalho.
Ecsa técnica consiste am se margulhar pedagos de tecidos com
sintomas de infecgao a virus, em uma gota de acido fosfo
tungstlico a 1% com tragos de albumina bovine, utilizada co-
mo espalhante do corante. A gote do corante € mantida so-
bre uma superficie parafinads e as partficulas de virus em
suspensa&o 520 coletadas por adesao em uma telinha de cobre
previamente revestida com uma pelicula de parlodium, refor-
cade com uma leve dsposicao de carbono e examinade ao mi ~
croscepio electronics. O pH da sclucac de acida fosfotungs
tico deve ser nautralizadae a fim de evitar efeltos dancsos.

sobre a morfolopgia das particulas, devido & acidez cda solu-

n Eoad
cac.
Tecidos foliarses de feilijdeiro infetados com o
VMDF e tecidos foliares de Vigna sipensis Endl. infetados
com o VMV Fforam tfratados guimicamente 2 o suco extraidoe

fol submetido a centrifugagtes diferenciais @ a um cicle de
grediente de densidade, como foil descritc anteriormente por
Oliveira gt al. (1968), Kitajima et al. (18973}, Amostras
gas camadas snalscentss foram colstedas o examinadas 3o mi-
croscdpleo olectrdnico pele método de contrastegdo negativa,

positiva e metalizagao. A coloragéc positiva se baseia na

v
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afinidade do ecetato de uranila ac acido nuelelco, promoven-
do, apos um centacte prolongade entre as particulas e o co -
rante. um adensamento da regiao da perticula viral que con-

tém o acido nuclsico. A preparacao purificade fol metaliza-

da ©om cromo.

As particulas do VMOF e VMV, contrastadas nega

tivamente ou m

etalizadas, foram fotografadas & 20 000 vazes
e amplladas mals 10 vezes em ampliador fotografico, obtendor-
-s8 no final um asumento de 200 000 vezes. 0O diametro das
partfculas foi calculado, medindo-se as extremidades das mes
mas. Com o intuito de se obter o diametro das part{iculas
dos virus com o menor risco de erro, o aparelho fei calibra-
do segundo as recomendagOss do fabricante e tamhem atraves
de medigoes ds fotografias ds réplicaes de grade de difreacgho
de 2 180 malhas por milimetre. Em condigbes semelhantes, fo
ram sfetuadas medigCes de pertficulas dg virus do mosaico do
fumo cujo diametro acha-se bem estabelecido (18 nm), servin-
do. desse modo, como controle das medidas fornecidas pelo a-
parslho. Esses culdados reduzem para £a. '5%.- & margem de

erro nas determinagoes dos aumentos.

Nas secgOes ultrafinas, em gue foi possfvel i
dentificar as particulas de virus, foi determinada o diadme -
tro das mesmas, medindo-se as suas sxtremidades ocu as ﬁi&tég

clas entre o0s csntros de duas partfcules vizinhas.

3.4.7. Métodos histoldgicos de seccdo ultrafina :

>
Com a finalidade de se ohservar a ultrasstru-
tura dos tecidos de plantas infetadas cém o VMOF & VMV, fol
utilizade a técnica de seccao ultrafina. Tecido foliar e ra
diculer de feijoeiro e soja infetados com o VMDF, tecido fo-

iiar de feljoceiroc, feijao mecassar e Chenopodium quinoa Wild.

infetado com o VMV e tecldo de feijosiro infetado simulta -

neamente com o VMDF e VMV, foram processados da seguinte ma-

b
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gm retangulos de aproximadamente 2 mm X 4 mm 8 imarscs em s5¢
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lugdo fixadora ds tetrdxido de dsmio (0s043 a 1%, dilufde em
tampao fosfato de sddio pH 7,0-0,2 M, durante 12 & 14  horas
a 4°C (Millonig, 1964).

Foi empregada também a técnica de fixagao du-
pla pelo aldeido glutdrico e tetrdxido de Gsmio (Sabatini,
1363). Essa técnica consiste sm se fixar o material em al-
de{do glutadrico a 3% em tampdo fosfato, 0,05 M, pH 7.2, du-
rante duas horas a 4°c. A segulr, o material e lavado diver
sas vezes em tampao fosfato 0,2 ™M, pH 7,0, durante 1 hora,
sende em segulda fixado em D0s04, a 1% em tampao fosfato 0,15

M, durante 2 horas a 4°C.

Apds a fixagdo o material fol desidratada por
passagens sucesslvas em solugfes de concentracoes crescentes
de acetaona a 30%, 50%, 70%, 90% = 1060%, durante 5 min. am
cada concentragao, sendo que & Ultima por trés vezes consecy
tivas. 0 material era, a seguir, embebido em uma misture de
Epon-acetona, durante duas horas. Apds esse perfodo, o mate
rial era coloccado em Epon pura, durante 12-14 horas a balixa
temperatura, ssndo, a& seguilr, levado a sstufa a 60°¢c durante
dols dias, a2 fim de ser polimerizado (Luft, 1961).

Os blocos de Epon polimerizados, contendc o ma
terial, foram aparados com gilete e secclonados em um ultra-
micrétomo Porter Blum {(Modelo MT-I). Navalhas de vidro, { e
gventualmente navalhas de dilamante), foram utilizadas na aob-
tengao de cortes ultrafinos, tencdo sido aproveltados cortes
de aspassurs sntre E0-100 nm. (s cortes recabldecs aem Adgua
destilade foram coletados em telinhas de cobre, previamente

recobertas por parlodium.

Os "corantes” utilizados nas sescgoes ultrafi
nas sao solugdes de metals densos aos elactrons, e confarem
maior contraste 3s estruturas celulares. Fol utllizado com
frequéncia uma coloragac dupla, gue consiste em se corar ini
clialmente com uma solucgdo aquose de acetato de uranilla a 2%
(Watson, 1958), durante duas horas, seguida de uma coloragéao
com citrate de chumbo (Reynolds, 1963} durante 1 minuto, & .,

vcasionalmente, com hidroxido de chumbo (Karmowski, 1381). O
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gens da telinha per imersaoc em &gua destilada.

"Ppllets" de preparagbes purificadas do VMOF ou

VMY obtides por ultracentrifugagao foram processados de manel

ra similar aquela empregada nos tecldos e depols secclonacos e
corados pera serem observados ao microscapio electronico EI -
_ miskop I da Siemens, pertencente ao laboratcério de microsco -
é: nia electrdnica da Segao de Virologla do Instituto Agrondmice

de Campinas.




4. RESULTADOS

4,1, Virus do Mesaico em Desenho do Felioediro

4,1.1. Microscopia de 1luz

Nos fragmentos da eplderme Inferior destacados
de folhas de feljoelro e soja infetados com o VMOF, corados
com azul de Trypan ou com uma mistura de calcomine laranja e
luxol verde brilhante, foram mbservados; no citoplasma, crilg
tais incolores, refringentes, medinde ca. 3 um x 3 um. Eg-
ses cristals apresentavam geralmente contorno hexagonal e fo
ram encontrados em celulas de epiderme & tricomas simples
{Figs. 1-2). 0s cristais tinham usualmente um perfil poligo
nal, o gue permitia distingui-los do nlcleo, além disso apa-
reciam geralmente envelvidos por uma massa citoplasmatica de
aspecto granular (Fig. 1). Houve alguma gificuldade em se 1
dentificar oz cristals nas célulaé da eplderme, devido a pre
senca de graos de amido, de ca.. 1,0 um x 2,0 um ssparsos, nNo
citoplasma, com refringéncla semelhante & do cristal, mas ,
em geral, distinto deste pelo seu centorno ovalado. Nas cé-

lulas. do tricoma, os cristais eram facilmente visualizados.

Em epldermes de feljoelros infetados com 0
VMOF, mergulhadas em solugbes de pepsina a 0,25% em melo Goi-
do &8 nas sonlucdegs cantroles, notou-se que o0s cristais desapa-

reciam poucos segundos apos o tratamento.

Em tecidos foliares de feijogiroc e soja inclui
dos segundo as téonlcas utiiizadas em microscoepia electroni-
ca, mas seccionados em cortes de 1 a 2 um de espessura, fo-
ram cbservadas no cltoplasma inclusoses cristalinas de 1-4 um
x 1-4 um {Figs. 3-4). Esses cristais coravam-se intensamen-
te pala misturs de azul de metileno-borax e Azur Ir, da mes-~
ma manelira gus 0o nucleola. Os oristals foram visualizadops
nas celulas do tricoma, epiderme, parsnguima lacuncso & pall
cadicoc e esporadicamente no parenguima vagscular. Geralmsntie,
o citoplasma em torno do cristel apresentava uma coloragaon

mais clara em relacadc ao cltoplasma em gue néo ocorriam cris



Figs. 1-4. Micrdgrafia de luz mostrando cristais[i] assocla-~
dos & infecgao do VMDF, em celulas da epliderme de
Feijoeira (Fig.1) e em célula de tricoma das so-
Ja (Fig.2). Notar em torno do cristal, um mate-

‘rial granular(gl) no citoplasma. Nas secgdes es-
pessas de tecidos foliares infetados pelo VMDF,
inclufidos em Epon e cnradas:bum Azur II e azul de
metlleno-borax, notar cristais em células do tfi-
coma (Fig.3}, na eplderme & no parenquima pali@a~
dico (Fig.4) de folhas de feljoelro, os guais se
acham envolvideos par uma zona mais clara {seta) .

n-nicleo; nu-nucléolo.
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tais (Fig. 3). N&o foram observadas ocutras alteragdes nos
tecidos infetados com o VMDF. Esses cristails, contudo, nao
foram identificados em teclidos fixados em aldefdo glutarico,

incluidos sm parefina e corados com Hematoxilina-eosina.
4.1.2. Microscopla electronica
4.1.2.1. Estudos sobre a morfologla das particulas

4.1.2.1.1. Preparagoes "leaf-dip" contrastadas negatl~

vamaente.

Nog exames de preparaqﬁes "lgaf-dip"” de frag
mentos de folhas de feljoeiro e soja infetados com 0O VMDF

contrastadas negativamente caom dcide fosfotungstieco, foram

observadas partficulas iscmétricas de 25-30 nm de diamstro
{Fig. 5}, ausentes em preparacoes similares de tecidos sa
diocs. Apesar de conslstente, o ndmerc de partfculas detec~

tadas nas preparacgbes raplidas, era geralmente reduzido. Tan
to nas preparagoes "leaf-dip" a partir de folhas de feljoel
ro ¢ soja sadlos como infetados com o VMOF, foram ohbser-
vados bastonetes rigidos de comprimente varidvel, aparsnte-
mente constitufdos de subunidades anelares de didmetro varia

vel entre 10-15 nm (Fig. 5.

4,1.2.1.2. Preparagoes purificadas

A fim de se estabelecer a natureza viral das
particulas observadas nas preparagoes "leaf-dip”, glas fo-
ram concentradas e purificadas a partir de tecidos de fo-
ihas de feijoeiro com sintomas tipicos da moléstia, segundo
as técnicas de purificagao por ultracentrifugagao diferencl
al 8 em gradientes de dernsidade, anteriormente descritas POT
Kitaiima et al. (1973).

Nag amostras ds preparagﬁes purificadas do
YMDF, metalizadas ocom cromao 8 examinadas ao microscépiazﬂeg
trbnico, obhservou-se grande quantidade de particulas de 30

nm de didmetro. A "sombra" projestada por essas particulas
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Alfquotas de preparagoss purificadas foram tam
bsm examinadas, apos serem contrastadas nsgativemente com &-
cido fosfotungatico ou acetato de uranlla. Naessas condigdes
foram observadas numerosas particulas de contorno hexagonal,
de aspecto homogédneo {(Fig. 7). Foram medidas 880 partfculas
encontrando-ss um diadmetro varidvel entre 28-2% nm e um dia-
metro médio de 27,8 nm. Ao lado das partfculas completas fg
ram encontradas tambem partfculas com o Interlor denso, suge
rindo gue houve penetragéo do corante e Qgue as.mesmas eram
0CAas., Em geral, © diametro dessas partfculas eEra um pouco me
nor do gue o das partficulas completas, medindo 20-25 nm(Fig.
8}, Nas proximidadss das partfculas purificadas foram ob-
sarvados corpusculos clrculares de 8-8 nm de diadmetro, formg

dos de 3 a 4 sub-divisdes, de 3-4 nm de diametro (Fig. 8).

Amostras de "pellets", obtidos por ultracentri
fugacgho, de preparagdes altamente purificadas do VMDF, forem
fixacas em aldefdo glutdrico e tetrdxido de Gsmio e incluf -
das em Epon. Nas secgdes ultrafinas dos "pellets” foram ob-
servados corplsculos densos de diametro variavel entre 20-25
nm (Fig. 8],

As preparacgoes purificadas do VMDF, contendo a
penas particulas de 26-29 nm de diadmetro, foram inoculadas em
nlantas hospedeiras suscept{vels, as guails manifestaram oS
sintomas t{picos da mcléstia, cerca de uma semana apos a ing

culagao.,
4,1.2.2. Secgoes ultrafinas de tecidos infetados

Os exames das secgdes ultrafinas ao microscd-
pio electranico revelaram, no cltoplasma de células de feljo
giroc e scja infetados sistemicamente com o VMOF, a seorren -
cie de algumas estruturas andomalas, ausentzs nos tscidos sa-
dios, Fssas anocmalias eram representadas por cristais den-
sos mo0s elactrons, inclusdes cristalinas & vesfculas no cito
plasma (Figs. 10-18), sendec encontradas frequentgments nos
tecidos foliares, em cSlulas do tricoma, epiderme (Figs. 10-

-11), parénquima paligadico [Fig. 14}, parénguima esponjoso



Figs. 5-8. Micrografia electrdnica de particulas lsométricas
{v) obtidas de folhes de tecldos infetados com o
VMDF, em preparacgoes "leaf-dip” contrastadas nega
tivamente, onde também se observam bastonetes(b),
componentes normals das células de feljosiro (Fig
5}, em preparacgoes purificadas (Figs.6-8), metall
zadas com crome (Fig.6}, contrastadas com aceta-
to de uranila (Figs.7-8) & em secgdo ultrafina de
"pellets” {Fig.9). A Fig.8 € um detalhe da Flg.7,
onde se notam partfculas oces(po) e pegquenos cor-
plUsculos normais, provavelmente filtoferritina [sg

tal.
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(Fig. 15]) = esporadicamente nas células do parénguima vascu-
lar fFiga 12}, Nos tecldos radiculares de ?eijoeiro e soja,
também foram encontradas estruturas semelhantes, nas células
da epiderme e do cdértex (Fig. 13]), mas nio na zona meristemd

tica.

0s crlstals densos, encontrados nes tacidos 1n
fetados com o VMDF (Filgs. 10-14) ohservacdos em malores magnil
ficagbes, revelaram ser constitufdos de partficulas {sométri-
cas, unlformes, dipostas em arranjo organizado (Flg. 14}. Es
sas partfculas eram idénticas aquelas obssrvadas em secgao
de "pellets” de preparagoes purificadas, altamente infecti -
vas (Fig. 8), indicando gue elas devem repressentar as parti-
culas do VMDF in situ. Assim, essas particulas serao dora -
vante referidas como tal, 8 0 seu agregado cristalino como

cristal de virus.

As partficulas de virus, no cristal, podiam ser
obhservadas em arranjos hexagonals (Fig., 14) ou reticular(Fig.
10), dependendo do plano de sgcgao. A reglao central das
particulas, vistas em arranjos hexagonals, era pastante den-
aa aos electrons enguantoc que 4a poTgan periférica apresenta-
va menor densidade, possibilitando individualizar cada unlda
de {Fig. 14, insercdo)., Foi medido o diametrc de ca. 1.000
particulaa desses cristais, tomando-se as distaéncias gntre
os centros de partfculas adjacentes, +ando sido encontrado um
didmetro de 26-29 nm. GQuando as part{culas eram medidas in-
dividualmente, o diametro era agnsivelmente menor, variando

em torno de 17-23 nm.

As partficulas dec VMDF, no Interior da celula ,
foram identiflcadas com segurancga apenas guando formavam 0S8
cristails. No citoplasma podiam-se observar particulas espar
sas, de diametro aproximado dguelas do cristal do virus(Figs.
15 g 18}, Nas nossas cheervacgdes nao foram identificadas par
t{oulas de virus no nicleo, nos vacidolos ou nos plasmodesma-

ta das ceélulas infstadas.

ns cristals de virus (Figs. 10-14) observados

nas secg0es ultrafinas,provavelmente,cerrespondem aos oris-



Figs.“iéL195

Lo

Flgs.

CHAVE PARA AS ABREVIAGOES

Microgréfia electfénica de_sacqéo ultrafina de

tecldos de plantas infetadas. pelo VMDF:.E-cfiSm

‘téi de virus; EgmﬁesIcuias”bitoglasméticas;.Ei-

‘cloroplastos; g-complexo de Golgl; i-incluséo ny

10—}.31

clear; m-mitocéndria; n-ndcleos; nu-nucléolo; p-
tncldsdo cristalina; pe-pareds celular; r-ribo-

somas; re-ret{culd endoplasmatico; va-vaclolo ;

iﬂpéfthula de virus;

Cristais ds virus em células da epiderme‘dé so-
‘Ja (Fig.10), de feijoeiro (Fig.ll), parénquima
‘do floema (Fig.12) de tecido follar e ocortical

de raiz (Fig.13) de Feijmeirq, onde se ‘cbserva
um conjuntO'de'vesféulasigxi circundando décndi
tels de virus. Essas vesfculas podem  ocorrer
ocasionalmente no interior do cristal fFig.lD].
Notar inclusdes cristalinas de canfornc circu -

lar{p) no citoplasma (Fig.11l].
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derme foliar (Figs. 1-2) e nas secgDes espessas (Figs. 3-43
de tecidos de plantas infetadas com c VMOF. As dimensdes
dos cristais, dependendo do plano de secpgdo, eram multo va-
riadas, podendo alcangar até 3 um x 3 um. 0 contorno dos
cristatis podla ser hexagonal, retangular, logangular ocu qua
drangular, nos guals se notavam Angulos e arestas bem forma
dos. Algumas faces do cristal podiam ser irregulares, devl
do & presenga de vesiculas ou corplscules densos (Fig. 207,
Em garal ccorria apenas um cristal por célula, podendo oca-
sicnalmente serem encontrados dois ou mals em uma mesmna ce-
lula. Naoc se ocbservaram membranas envolvendo os cristals ,
sendo porém freguente a ccorrencia de um cltoplasma rico em

vesfculas em torno dos mesmos (Figs. 10-12).

Nas centenas de observagdes de secgoes ultra-
finas de tecidos infetados com o VMDF, ndo fol possivel re-
constitulr o processo de formagdo ou desorganizagéo do cris
tal de virus. Tecidos foliares de feljoeirocs infetados com
o VMDF foram coletados em dias consecutivos apds a inccula-
cao do virus e examinados ao microscdpio slectrénico, encon
trando-se, em uma mesma amostra, cristais de difsrentes ta-
manhos. Em algumas micrografias observaram-se peguenocs a-
gregados de partf{culas que poderiam representar o infeio
de formagao do cristal, mas também poderiam representar ape
nas um corte tangencial de um cristal ja formado (Fig. 181.
Popr outro lado, foram obsarvados cristais de virus cujes par
t{oulas nio se encontravam em arranjos cristalinogs em toda
a sua extensan, notando-se sob elas um substrato amcorfo de
menor densidade ecs electrons (Fig. 18), nao sendo possfivel
estahelecer se essas particulas estavam em organizagéo ocu
desorganizagao. Algumas vezes foram observados cristais cu
ja porcédo central n&o continha partfculas de virus, mes um
suhastrato reticulado de bailxa denslidade eos elsctrons, en-
guanto gue na periferia as particulas se apresentavam em

arranjos reticulados.

Além dos cristeis de virus, foram sncontrados,
no citoplasma, inclusBes cristalinas da contornc irregular

(Figs. 11, 15-17 e 19), as quals nac haviam sido idsntifica



Figs, 14-15, Cristal de virusfg} com partfculas em arranio
hexagonal & Inclusoes cristalinas(p) no cito-
plasma. MNo detalhe em insergao, pode-se noter
uma zona de baixa densidade acs electreons en-
tre as parﬁfculas (Fig.14). As inclusdes cris
talinas(pl) com arranjo hexagonalfA) e reticu-
lar(B) acham-se envolvidas por vesfculas apa -
rentemente ocas ou contendo corpdsculos densos
ou fibrilas (Filg,15). Notar tamhém aglomera -
dos de corpdsculos densos na pesrifsria das ve-
sfculas. Na insergdo notar dictiosomas do com
plexo de Golgilg) nas proximidades das vesIcu-

las.
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das nos fragmentos de epiderme e tricomas e nas secghas &s-
pessas. Fesas inclusobes apresentavam balxa densidads a0s
electrons, proximas as do substrato citoplasmético. As 1n~-
clusbes cristalinas tinham um diametro variavel entrs 0,2 -
- 2,5 Uum e eram encontradas geralmente envolvlidas por um ci
toplasma rico em vesiculas (Figs. 11 e 15], semelhantes a-

quelas encontradas em volta do cristal de virus.

Nos exames detalhados dessas inclusdes, foram
chservados basicamente trés padrdes de arranjos cristalinos
dependsndo provavelmente do planc de secgao (Figs. 15-17]1 .
Em algumas secgbes as inclusdes cristalinas eram vistas com
um arranje reticular, de malhas guadrangulares, cuja regizo
de haixa densldade aops slectrons, medlia ca. 20 nm, espaga -
das por regiﬁes mais densas de ca. 20 nm de espessura (Flgs.
15-161. Em ocutras secgOes observou-se um arranjo cristali-
no hexagonal cuja parte menos densa, medla em torno de 30
nm e os pontos densocs ca., 10 nm (Figs. 15 e 17, O tercei-
ro padrao era menos frequente e, nesse caso, a inclusado a-
presentava linhas densas e claras alternadamenta, espagadas
de 10-15 nm (Fig. 17). 0Os padrdes de arranjos crilstalinos
ndo eram fixos, podendo-se ohservar em uma mesma inclusaoc ou
em inclusdes adjacentss os tres tipos de arranjos ou mesmo

fases intermediarias entre eles [(Fig. 17}).

Em torno d 1incluséo cristalina podiam ser op
cervados corplsculos densos de 15-25 nm de diédmetro que tan
tc podem representar cs ribosomas das celulas hospadelras
como as partfculas do VMDF (Figs. 15 e 17). N&o se ob-
servaram membranas, dictiosomas ou elementos do retfculo en
doplasmédtico em torno da inclusao cristalina, e#stando po-
rem guase sempre envolvidas por um citoplasma rico em vesi-
culas. No nlclec dessas celulas foram encontrados ocasio -
nalmente peguenns agregados cristalinecs (Fig. 1¢), os guails

foram tembem sbservados nos tecildos sadios.

No citoplasma de tecideos infstados com o VMOF
foram observados conjuntos de vesiculas, geralmente ao re-
dor dos cristais de virus e das inclusdes cristalinas (Figs

10-12 e 18), nao identificedos nos tecidos de plantes S 8-



Figs. 18-18. Optalhe de inclusdc cristalina (Figs.15-17), g
xibinde arranjo hexagonal{A), em linhas parale
las(C) (Fig.17} ou reticular(B) (Fig.16). No-
tar corplsculos densos na periferia da inclu-
sdo {F1g.17), vesfculas e tidbulos préximoes a
um cristal(g} parcialmente orgarizado e pegue-~
no agregado de partfcules de virusfv) (Fig.18).
Agregado cristalino no nidcleoln), prdximo ao
cristal de virus(c) e inclusdes cristalinas (p)

ne clteplasma {Fig.1l8).
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dias. Essas vesiculas devem representar a massa cltoplasma
tica granulosa cbservada ao microscopio de luz nos fragmen-
tos da epiderme follar (Fig. 1)} 8 as zonas claras observa
das em torno dos cristails, visuallzadcs nas sescgOes sspes -

sas de tecidos foliares (Fig. 3).

A forma s dimensodoes das vesiculas eram varia-
das, podendo aprssenter perfil clrcular ou tubular, com dié
metro de ca. 200-1,000 nm (Figs. 15-18). As vesicules se
encontravam as vezes apostas, mas sem estarem fundidas, e a
sua membrana envoltdria é do tipo unitério., De uma maneira
geral, as vesicules apresentavam um conteldo de baixa densl
dade aos slectrons, podende ccesionslmente ocorrer em sau
interior fibrilas ou corplsculos densos (Fig. 15). Entrees
vesiculas foram freguentemente encontrados corpisculos dan-
sos de ca. 25 nm de didmetro e dictiosomas do complexo  de
Golgl(Fig. 15, insergac), nao se encontrando slsmentos do

retf{culo endoplasmatico e mitocondrias nas suas imediagles.

Apesar dos cristals de v{irus, inclusdes cris-
talines e vesfculas citoplasméticas, associadas & infecgao
do VMDF, ocuparem uma extensa area das células, nao se ob-
servéram alteragdes sensivels nas organelas celulares, es-
tando os cloroplastos, mitocondrias e nicleos com aspsecto

semelhante ao dos tecidos sadios.

4.2. Virus do Mosaico da Vigna

4.2.1. Microscopia dz luz

Nos exames ao microscopilo de luz de fragmen
tos de epiderme foliar de feljoeiro, feijao macassar e €.
gulnoa infetados com o VMV, notaram-se conslstentemente, In
clusoes fusiformes no citoplasma (Figs. 20-21)}, nac encaon -
tradas nos tecidos sadios dessas plantas. Essas inclusdes
coravam-se com a mistura ds calcomine laranja & luxol wvsr-
de brilhante {Flg. 21} & com azul de Trypan (Fig. 20}.

Em geral, as inclusoes fusiformss foram encon

- - - ~



Figs, 206-25, Micrografia de luz de células da eplderms de
folhas de plantas infetadas com o VMVy trata-
das com pepsina ou controle. Inclustes fusi-
formes(f) no citoplasma de epliderms de feliao
macassar corada com caelcomine laranja e luxol
verde brilhante (1:4) (Fig.20}) ou azul de Try-
pan (Fig.21), Eplderme tratada com o HC1l 0,1
N, durante B0 min,, onde ss nota inclus&o Fu-
siforme (f)}, intensaemente corada com azul de
Trypan (Fig.22), Eplderme tratada com pepsina
0,25%,durante 15 min, (Fig.23), durante 30 min
(Fig.24) e durante B0 min. (Fig.25), podendo -
-se notar uma diminuigac progreasiva das . in-

.clusées fusiformss(f), n-ndeleo; s-sstomato.
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lo parcialmente. O dlametroc 2 o comprimento das inclusoDes
eram varidveis, tendo sido sncontradas inclusdas de até 25
um de comprimento. A mailoria das células da epiderme de fo
lhas de feijoeiro s feljdo macassar, retiradas de lesbes 19
cals do VMV, continham inclusoes fusiformes, podendo algu-
mas VvezZes se ohservar até trés inclusdes em uma mesma cé
lula. Nao foram encontradas inclustes fusiformes nas celu-

las guarda do estomato e nas células dos tricomas.

Essas inclusdes fusiformes ndo foram, contudo,
observadas em secg0ss espessas (1-2 um) de tecidos follares
de feijoeiro, feijao mecassaer s C.guinoca infetados com 0
yMy, fixados e inclufdos segundo as técnicas empregadas pa-
ra microscopia electrénica, coradas com azul de metileno-bo
rax @ examinadas ao microscipio de luz. Tambem em Secgan
de tecildos foliares de feijao macassar infetados pelo VMV ,
fixados em aldeido glutédrico, incluidos em parafina e cora-
dos com hematoxilina-sosina,ndo foram detsctadas inclusdes

fusiformes.

Em epidermes de feljao macassar infetado com
6 VMV, mergulhadas em solugao de HC1 0,1 N durante 1 hore,
shservou-se gue as inclustes fusiformes apresentavam-zse mais
volumosas & menos compactas (Flg. 22) do gue aqguelas de te-
cidos nao tratados. Nas epidermes tratadas com pepsina em
solugdo de HC1 0,1 N durante 15 min.,notou-se que as inclu-
sces apresentavam um infclo de desegregagao (Fig. 23) a
gqual se acentuava apos 30 min. (Fig. 24), encontrando~-se a-

nenas fragmentos da Iinclusao apds 60 min., (Fig. 25).
4,2.2. Microscopia electronica
4,2.2.1., Estudo sobre a morfologla das partfculas

4.2,2.1.1. Preparagbes "leaf-dip” contrastadas negatil-

vamente.

Mas amostres de folhas de feijao macassar,fsi
joeiro e C. gulnoa, infetados com o VMV, processadas palo

método de preparacaao rapida {"leaf-dip”"/contrastagéc negati
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va) e examinadas ao microscéple eloctronico foram detectadas
particulas isométricas de ca. 25 nm de didmetro. Algumas ve-
zes esasas partfculas apresentavam-se agregadas, aparentemen-
te snvolvidas por fragmentos de membranas {Fig. 26). Em pre-
paragbes regalizadas & partir de tecidos sadios, nao se oOb-

servaram particulas semslhantes.

Tanto em preparagbes de teclido de feljéo macag
sar ¢ feiljoelro sadios como infetados com © YMy, foram ob-
servados bastonetes retilineos ou curvos de comprimento wva-
ridvel e aparentemente constitufdos por subunidades anelares
de 10-15 nm de didmetro (Fig. 27). Apesar destes bastonetes
sarem encontrados tanto em teclido sadlo como infetado,foi
notadoc gue eles eram mais abundantes nas preparagdes a par-

tir de tecidos infetados com lesdes locails.
4,2.2.1.2, Preparagoes purificadas

A fim de se certificar que as particulas obser
vadas em preparagées rapidas representam as particulas do
UMV, o suco extraido de tecido foliar de feijdo macassar in-
fetado foi submetido & um tratamento visando purificar 58
particulas do VMV, 8 que se constitufa num ciclo de ultracen
trifugagac diferencial seguida por ultracentrifugagdo em gra
diente de densidade (Oliveira et al., 1968}, Amostras alte-
mente infectivas de preparagdes purificadas foram metaliza-
das com cramo, obssrvandc-sSe numerosas perticulas de ca. 30
nm de didmetro. A "sombra"” dessas partfchlas podia ser angu

losa ou trunceda (Fig. 281},

Nas alfquotas de preparagtes purificadas go
VMV, contrastadas negativamente com dclido fosfotungstico ou
acetato de uranila, foram encontradas partficulas isométricas
(Figs. 29-30), semelhantas aguelas encontradas em prepara-
cbes rapidas (Fig. 26). Foram medidas 900 partfculas, ancon
trande-se um diZmetro de 24-28 nm. Nessas preparagoes foram
identificadas também partfculas com o interior densc ao fel-
xg de slectrons, provavelmente representando particulas ocas
(Figa. 29-~30)., O diadmetro dessas partficules era sm torno de

20 nm.



Figs. 26-27. Particulas isometricas(v) presentes em prepara-

Fligs.

28-31.

coes "leaf-dip"” contrastadas negativements de
folhas de felijaoc macassar infetaedo pelo VMV. No
tar que sssas particulas, aparentemente, se en-
contravam limitadas por uma estrutura membrano-
sa (Fig.26), ou proximas a bastonetes anslados
(Fig.27).

Part{culas isométricas do VMV em preparagtes pu
rificadas, metalizadas, onde se observam a "som
bra" angulosa ou truncada das partfculas (Fig.
28), coradas gom acetato de uranila, nas gualso
namero de partficulas ocas & complstas g squlva-
lante (Figs.28-30) & em secgao ultrafine de
"pellets” (Fig.31).
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cbes purificadas do VMV, notaram-se part{culas hexagonals de
ca. 20-25 nm de dlametro ocasionalmente formando arranjos

cristalinos (Fig. 31).
4.2.2.2. Secgdes ultrafinas de tecidos infetados

4.2.2.2.1. Aspectos gerals dos tecildos infetados

Durante sxames glectronomicroscopicos de sa&c-
cdo ultrafina de tecldos foliares de feljado macassar, fello-
giro e C. guinoa infetados com o VMV foram observados cargﬁg
culos densos com morfologia semelhante & das nart{culas ob-
servadas em secgado ultrafina de "pellets” de material purifl
cade {Fig. 31). A gsimilaridade morfoldgica, existente en-
tre as partfculas do VMV observadas 1n vitro e as partficu -
las idesntificadas in situ, sugere que B58as Gltimas represen

tam as part{culas do VMV, e serac assim referidas doravante.

Nos tecidos infetados, as pertfculas do VMY
foram freguentemente identificadas nao clitoplasma, nos plasmop
desmata e nos vaclolos, mas nac no ndecleo. Na matriz cito -
plasmdtica, as partficulas de virus podiam ccorrsr agrupadas
(Fig. 35), &s vezes em pequenos agregados cristalinos de 0,2
-0,5 pm de extensac (Figs. 43-44), geralments nas proximida-
des do massas fibrilares. Nos agregados cristalinos foram
medidas 387 partfculas, enccntrando-se um diametro de 17 -23
nm. No ciltoplasma també&m foram sncontradas partfculas de 17
-23 nm de diametro localizadas entre os elesmentos da massa
fibrilar associads a infecgdc pelo VMV (Fig. 33) s praximo
de protuberancias da pareds celular (Figs. 38-42), estrutu -

ras cujos detalhes seran descritos posteriormente.

Na luz dos plasmodesmata entre calules de tecil
dos infetados com o VMV, mas nao nos tecidos sadios, foram
chaservadas particulas densas semelhantes aguelas encontradas
no citoplasma e consideradas como as partfculas do VMV. Em
geral, observou-se apenas uma fileira de partficulas na luz
dos plasmodesmate (Figs. 3B-37), os quais mediam ca., 30-40nm
de dié&metro, podendo no entanto serem occasionalmente encon -

A diima i mmdta Ldladracs Ao nartfenilas em nlasmodesmata
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com diametro de até 80 nm. Particulas de virus puderam ser
ohservadas também na luz de prolongamentos dos plasmodesma-

ta, nes protuberédnecias da parede celular {(Figs. 38-42).

partfculas do VMV foram também notadas entre-
meadas a vesfculas cltoplasmaticas de diametro varidvel en-
tre 0,2-2 pm (Fig. 24) e também nos vaclolos das células
infetadas {Figs. 34 & 43, insergan). Freguentemente &as par
tfeulas do VMV foram notadas no vaclolo de células cujo ci-
toeplasma se encontrava ccupado por extiensa inclusaoc fibri-

lar.

Além da presencga das partfculas do VMV, fo-
ram notadas, nos tecidos de feljosiro,; feijdc macassar e L.
guinoa infetados com o VMV, alteragéeé celulares néo gneon-

tradas nos tecidos sadios.

Nop citoplasma dessas pGlulas sg obhservaram
massas fllamentosas constitufdas de fibrilas flexfvels dis-
postas paralelamente de maneira frouxa (Figs., 32-35 & 43-44)
g gue praovavelmente correspondem 52 inclusbes fusiformes 1i-
dentificadas ao microscopio de luz em epiderme de plantas
infetadas com o VMV (Figs. 20-21). 0O comprimento das filbri
1as era indstermindvel & o diametre de aproximadamente 10
nm,.medidas em secgbes transversails (Filg., 35}, Entre as fi
brilas e proxima a slas pode-se notar particulas ¢o VMY
(Figs. 33-35), e também elementos do retfculo endoplasmati-
co rugoso {Fig. 3417,

As inclusces fibrilares se locallzavam em ge-~
ral nas proximidades do nucléolo, podendo algumas vezes ocU
par grande extensfo do cltoplasma (Figs. 43-44). Quando &
massa fibrilar sra multo desenvolvida, podia-se encentrar
cloroplastos = mitocondrias circundados por ela (Fig. 43])ou
na sua periferia. Inclustes fibrilares foram observadas nes
células da epiderme, meséfilo e parénguima vascular ( Figs.
12-35 @ 43-44), mas nao nas célulaes dos tricomas au nos elg

mentos vasculares.

Outra alteracac celular somente identificada

nos tecidos infetados com o VMV ccorria na parsde celular

. .



Figs.

32-35, Células do parénquima paligadico de tecldo fo-

liar de feljdo macessar e feijoeiro infetados
pelo VMV. Inclusio fusiforme(i) no cltoplasma
e particulas de virus(v) no vacdolo (Flg.32] .
Detalhe da ingclusao fusiforme em gue se obser-
vam fibrilas(fi) e partfculas, provavelmente do
VMV, dispersas no citoplasma (Fig.33), .Secgao
obliqua de fibrilas ladeadas por elementos do
retfculo endoplasmdticolre), veslculas{gcyv) e
particulas de virus(v) no vacdolo em células
de feiioeiro (Fig.34). Sscgan transversal das
fibrilas(fi), notando-se nas proximidades, a-
glomerados ds partfculas ds virus(v) (Fig,35}.
Na insergao, um detalhe da secgao transversal
da inclusac fusiforme, medinde cada fibrils

ca. 18-15 nm.
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35-42). Na regiao dos plasmodesmata foram observadas nroje-
cbes da parede celular em diregao ao citoplasma, em cujo in-
terior eram encontrados tuibulos contendo particulas de virus
(Figs. 38-42}. As projegoes em forma de dedo parecem repra-
sentar uma protuberancia da parede celular, gnquanto gue as

tibulos seriam o prolongamanto dos plasmodesmata.

0 comprimenta das protuberancias da parede ce-
lular era muito vaeridvel, tendo sido observado algumas vezes
projegbes com ca. 8 um de comprimento. Em secgfes transver-
sais, as projegoes tinham um perfil circular (Fig. 38, inser
g2ol), envolvidas externamente por uma membrana unitéaria, 8
plasmalema. Na parte central da projegaa, pode-se observar
um pequeno anel de didmetro variado entre 30-80 nm,frequentg
mente cocntendo particulas do VMV e que deve rTepresentar a
secgao transversal de prolongamento do plasmodesma (Figs. 38
~427]. Em torno desse anel se observou uma estrutura fibri-
lar, densa aos electrons e gue possivelmente representa o ma

terial constituinte da parede celular (Fig. 38).

Em geral, foram observadas projegoes em ape-
nas um dos lados da parede celular (Figs. 38, 41-42), mas 83
poradicamente elas podiam ser vistas de ambos os lados da pa
rede [(Figs. 33 e 49). Cada projsg¢ao usualmente continha apg
nas um plasmodesma, mas ocasionalmente foram obsarvados doils
ou mais plasmodesmata em uma mesma projecéc (Flg. 401%. No
intericr dos plasmodesmata podiam ocorrer fillelras de uma
(Flgs., 38-4D & 42) ou mais particulas de virus (Fig. 41}, Em
geral, nao era possivel observar particulas de virus am toda
a extensao da protuberancia, provavelmente, devida a dificul
dade do plano de Secpaon apanha-la por inteiro, mas, guando
raramente isso ocorria, podia-se notar que a luz dos plasmo-

desmata era continuo com o citoplasma adjacente (Fig. 421,

Tanto nos tecidos de feljeeilro, feijao macas -
sar como C. quinca infetados com o VMV, foram obssrva-
dos conjuntos de vesfculas no citoplasma. Essas vesiculas e~
ram pouco densas ao felxe de elesctrons e tinham didmetro va-
riavel entre 0,2-0,5 um (Figs. 34, 48 e 50)., Foram observa -

dme dedie madroes da vesdieculas citoplasmdticas,as guals podiam



Figs.

38-42.

Partfculas de virus no interior de plasmodesma-
ta modificados. Particulas de virus am plasmo-
desma entre a celula companheiralcecl) & vaso 1li-
beriano(vl) (Fig.38). NMNo detalhe desse plasmo-
desma pode-se notar particulas de virus em seu
interior (Fig.37). Protuberancia da parede ce-
iular(pc) na regidc do plasmodesmalpll, com par
ticulas enfileiradas. Na insergao, um detalhe
de corte transversal ds projecgao (Filg.38). Pro
tuberaénciae da parede celular, de ambos os lados
da célula e proxima a uma inclusao fibriler(fi)
(Fig.39), com mais de um plasmodesma (Fig.40) ou
com varias filleiras de partficulas em um plasmo-
desma {Filg.41), @ com plasmodesma aberto  para’

o citoplesma adjacente {(Fig.42).
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eventualmente OCOrrer ac mesmo tampo em ume mesma cslule. Al-
gumas vasicules apresentavam contorno circular de ca. £,% um
de didmetro e achavam-ss dispersas no citoplasma (Fig, 48),as
vezgs, contendo material de relativa densidade electronica ou
uma substadncie fibritar. Jutro padrac de estrutura vesicular
ancontrado nas células era constitulde de conjuntos compactos

de vesfculas menores de 0,2 um de diametre (Filg. 34).

Ao lado das inclusces fibrilares, projegces da
parede celular s vesf{culas no citoplasma, foram notadas alte-
racdes nas corganelas celulares como o reticulo sndoplesmatico
guas se enconirava bastante desenvolvido principalmente nas
proximidades da inclusao Ffiprilar (Figs. 34 g 50). Qs cloro-
‘plastos e mitoeondrias tinham & sua egsirutura alterads e 8@
gncontravam agrupados provavelmente ;Omprimidos pela extensea
massa fibrilar. No nﬂ#ieo de plantas de feijosiro e - feijao
macassar tanto sadiﬁs{.camc infgtadas com & VMY se bbsgrva“
ram pequenas fibrilaalﬁFiga 47) semalhantes &s inclusdes fi-

hrilares citoplasmaticas, associadas & infeccao do VMV.

Nos tecldos radiculares de foijac macassar in-
fetado com o VMV nao foram visuaslizadas partfculas de virus

au inclusdes fibri

caman;e 8 com lv_mgg 108&18.

As'ihblﬁsﬁas ?ibrilarssj véafculaﬁ g  proje-

gbes da pareds celular eram mais abundantes e mails conspfcuas
: g - )

nos tecidos com sintomas locadis clordticos (Figs. 43-447, do

gque nos tecidos com infecgao sistemica (Figs. 32-35].

Nes celulas de tecidos com sintomas clordticos,
es protuberéncias da psrade celular alcangavem grandes dimen-
EOEB, t@ﬂda 58 abﬁﬁrvﬁés &Eguma% delaﬁ cam mals de 8 um e
comprimanto. g ci togiﬁama desaas ceiulas achava-se, em gua
malcr parte, Dcupado por incluscas Fibr;larew, podendo~se no-
taT organalas celulares na periferisa de célula ou no Cgantro
da massa fivrilar (Fig. 44). Nessss células es partfoulas de

virus podiam ser observadas pringipalmante na luz de nlasmo -




Flgs. 43-44. Inclusdes ?ibrilafes[i&) g agregades cristalinos
da particulas(g) do VMV em tecido de C. gquinos
com sintomas locals clordticos, Secgéoc longltu-
dimnal do parénquima vascular adiacente acg tramﬂi
dzo, ohservando-se na citoplasma uma extensa in-
clusac fibriler(fi) (Fig.43). No maior aumanto
da repgidoc assinalads (setal, observar gagregado
cristaling de partfcules de virus(v) na perife -

rie de inclusac fibrilar ou dispersas no vasiolo

o

——

vel (Fig.43). Extanss area do citeplasma coupe
do pelas fibrilas, naotando-se no maior aumento
da reglao assinalada (seta),um cristal de virus
(Fig.a4),

Fig. 45. Aspecto da célule de tecldo necrosads de feiiao
macessar Infetado pelo VMV. 0 citoplasma & o3
cloroplastos acham-se desorganizados, notando-se

gracs de amidola) gsparsos,

P .
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~desmata modiflcados e sm arranjos cristalinos (Flgs. 43-44),
Algumaes células encontravam-se nscrosadas, nodendo-se obsesr-
var um citopiasma emerfo e denso aos slectrons, notando-se

também cloroplastos alterados com graos de amido prosminen -
tes (Fig. 4571,

s tecidoes com infecgao sistémica encontravam-
-se melhor preservados do gue aguelss com lesdes locals clo-

réticas. Nessss celulas, as inclusdes fibrilares ooupavam

pegquenas gcrgées do citoplasma e as organslas celulares nao
&8 enconhtravem multo alteradas. As protuberéncies da pars-
de celular eram pouco conspicuas e as vesiculas citoplasméti’
cas menos fragusntes. As particulas de virus eram geraimaen-
te ancontradas sgrupadas proximas as inclusoes fibrilarss &

ne luz de prolongamentos dos plasmodesmata {(Figs., 38-421,

4.2.2,.2.3. Exames de amostras de tecidos coletados perio
dicamsnts.

As pelulas de tecidos de folhas primdrias de

VY. sinegnsis, inoculados com o VMV & fixados apos 0 primeiro

e sagundo dia da inoculagao do virus, apressntavam gapecto
normal. Porém, nos tecidos cocletasdos no terceiro e  guarto
dia apos a inoculageo do VMV j& podiam ser observadas algu -
mas alteragtes no citoplasma. Nessas células forsm encontra
das pegquenas protuberancias na parede celular no local dos
plasmodesmate, podendo-se notar umas poucas partfculas de vi
rus em sua luz {Fig. 48). Nc citoplasma foram chbservados pg
queancs aglomerados de flbrilas, ligelramente arqueadss g en-
tre elaes, vesiculas & particulas densas (Figs. 46-48]. Nos
tecidos coletados spds o quinto o sexto dia da inoculacio ale]
da-s3e notar gue as protubsranclias da parede celular apresen-
tavem-ze mals longas e com maior nﬂm@rﬂ de part{cules de vi-
rué (Fig. 4955dd:&§a na fase antericr. No citoplasma dessas
células foraem ohservados conjuntos de fibrilas mais longas g
mais largas [Flg. 50) quo ne fase anterior, podendo-ss notar,
ras praximidades das fihrilas, elumentos do rstfculo endoplss

maticoc, vesiculas e mitocdndrias [(Fig. 507.

Nos tecldos fixados apds o setimo dia da inccu




Flgs.

46-48,

Teeoido foliar de Ffeijao macassar coletado no 3%

e 4% dia apds = inmoeulagdo pelo VMV, Notar pe-
quencs aglomerados de fTibrilas(fi) e vesficulas
(cvl no citoplasma [(Fig.48) e priximas aog néG-

cleci{ni (Fig.47). no qual se observa uma estru-

tura semelhants as fibhrllas citoplasméaticas.Par
r i £ PR .
ticulas de virus{v) j& podem ser detectadas no

interlor do plasmodesmalpl),notando-se uma pe-

o
quena pretuberancia da parede gelularipec) (Fig

Lo

481 .
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Filgs. 48-50. Tecido foliar de felido macassar coletado entre
0 5% g 6% dia apds a inoculacgaoc pelo VMV. Notar
particulas de virus{&) em plasmodesmal(pl) modi-
ficado (F1g.49), pequenos aglomerados de vesfcy
lasl{cv) e conjuntos ds fibrilas(f1) no citoplas
ma (Fig.50). Na periferia da regiee fibriiar
& vesiculosa, notar elementos do reticulo ando-

piasmético(ig), mitocéndrias[m} e cloroplastos
{cll.
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lagac do VMY, foram encontradas nc citoplasme inclusdes fi-
brilares e vesiculas e na parede celular projegles semelhan

tes aquelas ohservadas em tecidos folieres infetados siste-

micamante.

4.3. Ultraeestrutura ds Tecido Foliar de Feijoeiro Infetado

com o VMOF g VMY,

Amostras de folhas de plantas ds feiljoelirao

(Phaseolus vulgaris L.) inoculadas com o YMDF e apads 10

dias superinoculadas ccm o VMV foram fixadas & procgssadas
para gxames de ultragstrutura. As foplhas foram coletadas

da plantss com sintomas sistemicos do VMDF e sintomas cloré
ticos do VMV,

As celulas infetadas com os dois virus acha -
vam-se bastante altsradas, em visivel estadoc de degensra-
gao (Figs. 51-54). Os cloroplastos encontrevam-se deforma-
dos, com a grena o sstroma desorganizados, notando-se inudme
ros grass de amido em segu interior. As mitocdndrias encon-
travam-se as vezes aegrupados no citoplasma junto & parade
celular, tendo suas cristas multo desenvolvidas (Fig.532).5e
parando duass mitocondries proximoes, ohservaram-se filamen -
tos de 30-40 nm de comprimento (Fig. 54). MNo nidcleoc naoc se

identificaram estruturas andbmalas.

As celulas de feljoeiro infetado com o VMDF
g cocm o VMV encontravam-se parcialmente ocupadas - 'por inclu-
soes cristalinas g fivrilares, tiplces de cada virus (Figs.
51-52). Nesses tecidos se observaram cristais tipicos do
YMDF, medindo 2 x 3 um de extensao, enpvelvidos por vesicu-
las do citoplesma (Flg. 51). Esses cristais nao formavam
um corpo hamegéﬁaa, podendo-~se notaer zones claras entra por
¢o@s intactas do cristel., Nao foram cbsorvadas inclusces
ecristaiines dg contorne irrsgular, comumente ancontradas

nos tecldos Infetados apemas com o VMOF.

Nas mesmas colulas em gue foram sncontradas as
inclusoes cristalinas associsdas ac VMDF, foram identifica

o
das inclusoes fibrilares, ti{picas do V#Y, oveupando grande



Figs.

51-54,

Tecldo foliar de feijoeiro inoculsdno peloc VMDF
& posteriormente inocsulado pelo VMV, Psde ~ sg
notar cristais(c) do VMDF eircundado por vesi-
culas(cv) e fibrilas{jﬁj do VMV {Fig.517, Na
insergao da Fig.51, um aspecto hizarro das par
ticulas do vMy, dispostas em clfrculo, préximas
8s fibrilas. Conjuntos distintos da fibrilas
s vesiculas no citoplasma, noteando-se particu-
les de virus{v) entre elas. Notar também pa-
Quenas fibrilas no interior de algumas vesficu-
tas {Filg.52)., HNa insergac, corte tangenclal do
prolongamento do plasmodesma contendo particu-
los de virus (Fi1g.52). Inclusbes fibrilares
Ocupando extensa aresa do cltoplasme,. notando -
"58 @gregados de mitocéndriaa{m} na periferis
da célula (Fig.53)., FEsses mitocdndrias apre -
sentavam cristas hsm desenvolvidas e pequenas

fibrilas ant®e gloes {(Fig.5473.




-4 -

1




s e

extansas do citoplasma (Fig., %2). Entre as fibrilas e no

"intsrior de vaclUolos ciltoplasmaticos foram notadaes unidades
corpusculares esparsas medindo 17-23 nom de didmetro e inter

pretadas como as particulas do VMV (Fig. 52). HNo
de protubsrancias da pareds

interior

celuiar foram cohservadas parti-

culas enfilsiradaes (Fig. 52, insergac), semelhantes aguelas

encontrades nos tecldos Iinfetados apenas com o VMV, Junto

as fibriles sg observaram formagoes bizarras, formadas por

tibulos de 590 a 70 nm ds diametro, circundado por corplascu-
los densos (Fig. 51, insergaoc).



5, DISCUS3SAD

Sob o ponto de vista morfologice, nao foi pos
sfvel distinguir as partfculas do VMOF das do VMV. Em prepsa
ragtes rapidas verificou-se cue as perticulas desses virus
tem contorno hexagonal e diametro =m tornc de 25 nm, confir-
mando os dados preliminares de Cemergo et al. (1969), CLoste
gt @l. (1969) e Kitajima et al. (1973). Também em prepara-
coes purificacdas desses virus foram encontradas particulas

ds 25-30 nm, sendo essas praparagoes altemante infectlvas

quandec inoculadas gm plantas testes, o gue svidencia @ natu-’

reza viral dessas particulas. Uma analise mais detalhads re
vela gue as particulas desses virus tém a forma icosahedral,
inferida stravés da "sombra” angulosa ou truncada, observada
nas preparagdss metalizadas, semeslhante &0 gue ocorrs con re

lagao & outros virys de simetria icosahsdral (e.g. Smith 3
Willdiem, 18587.

As particulas ocas ds 20-25 nm de diametro,
encantradas nes preparacgoss purificadas do VMOF e do VMV, dg
vem representar as particulas de virus sem dcido nucleico,se
malihantas aquelos descritas, associadas a varios outros vi-
rus iscmeivricos (e.g. Markham, 18962) & cujo significado nao
sg acha ainda ssclarecido. Os bastonetes de 10-15 nm de dié
metro encontrados nas preparagoes réapldas de tecldos de fei-
Joeldro e sola infetados zom o VMOF 8 tecidos de feljoelirc e
feijec macassar infetados com o VMV, parecem representar es-
truturss normais dos tecidos, pois foram também encontirados
nas preaarag&es sigilares de tecldos de plantas sadlies, mas
nao nos tecidos de . guinoa, infetados ow nao com o VIRV, re
presantando telvez uma peculliaridade de cartas 1eguminosas .
Tambem as partimULES-de 8-8 nm encontradas em algumas prepa-
ragoces puri%ica@as'da VMOF g VMV devam repraaentaf; estrutu-
ras normais des c8lulas, pois saoc encontradas em preparagies
de plantas sadias, sendo morfologicamente semelhantes & fito
farritina descrita em preparagoes do virus da mancha anular

do fuma, purificado & partir de foljoeiro {Hibben & Bozarth,
1g727.

Nas secgoes ultrafinas ds tecidos infetados

f



tqnta pelc VMOF como pelo VMY ocorrem agregados de partficu-
laz isometrices naoc encontradas em tecidos sadios, devendo
estas representarem as particulas desses virus. Além da as
soclagao com a infecgdo, & sugestdo da sum naturesza viral se
acha reforgada pela sua similaridade com as pertfculas san-
contradas nas secgoes ultrafinas de "pellets” de preparactes
purificadss desses virus. FE intersssante ressaltar gue o
diametro das part{culas do VMOF ou do VMY, em secgao ultra-
fina de tecidos e de "pellets” esra ligeiraments inferiocr ao
diametro das particulas observadas em preparagtes contrasta
das negativamente,. Isto possivelmente se deve ao fato des o,
cerne nuclelco da particula se corar mais intensamente cdo
gque & tapa proteica. Concluscgs similaress chegaram outros
autores durante as Investigacbes com diversos virus isomé -
trlcos como o 38MV (Edwardson et al., 1965), mosaico do
"breomegrass” {(Paliwal, 1870), mosqueadc do morangueiro {(Ki-

tajima at al., 1871) e mosaico do "cowpea” {van der Scheer
& Grosnewegen, 13971).

0 VMDF ¢ o VMV embora fossenm morfoliogica -
mente semelhantes, distribulam-se de uma mansira difersnte
no intsrior da celula infetada. As particulas do VMODF ocor
riam somente formando arranjos cristalinos no citoplasme,en
guanto que as partficulas do VMY podiam occorrer assocladas a
inclusdes fibrilares, agporadicamente formendo pequenos  &a-
gregados cristaelinos., dispersas npos vacdolos ocu na luz de
plasmodesmatas modificados. A presenga de virions no vacﬁg
1o poderia ser atribufda 2o excessc de material viral do ci
toplasma & seu cg%seﬁuente gxtravasamento para & cavidade va
cuolar ou como um artefatoe devido a ruptura do tonoplasto,
decorrente da di?aranga de molaridedeentrse o fixadéf g o te-
cido. Nao observemos, porém, ves{culas citoplasméticas con
tendo particulas de virus gue pudessem gmargir para a cavi-
dade vacuolar, ou conjuntes de particules, envolvidas por
membranas, no interior do vaclolo comc tem sido descrito
com relagao ac virus do mosqueado da alcachofra { Russo et
al., 1868) o av "pod mottle” do fellosiro (Kim E  Fulton,
18727,

Normalimsnte, em tecicos infetados ou nac, o-



correm no cltoplasma grande guantidade de particulas de 15-
-20 nm de diadmetrc, gue devem reprssentar os ribosomas. Nos
tacidos infetados pelo VMOF ou VMV, nao fol possfivel distin
guir os riposomas das marticulas virais, guando gles gncon-
travam-sa misturados. Problema samelhante fol apontado no
sstudo da ultraestrutura de tecidos Infetados com @ virus i
samatricos da faixa de 20-30 nm de diametro, como por sxem-
plo o mesaico amarslic do nabo, mosaico do "cowpea' @ mosal-

ce do Chemopodium (Milne, 1867) e mosaicc do feijoeiro do

sul (Weintraub & Ragetli, 1870a).

;

Ds ribosomas de célulsas de microorganismos ,
de vegetais e de animais tem geralmente um diametro varia-
vel sntre 14-30 nm (Huxley & Zubey, 1980; Miller gt ale;
196868; Shelton & Kuff, 18881, podendo ncasionalmente  formar
sgregados cristalinos como nas células de embriac de gall-
nha f{Bysrs, 1867) ocu cristals com astrutura helicoidal, co-

4

mo nos cistos de Entamosba invadans (Morgen et al., 14648)

Contudo, a cristalizacao de ribosomas parecs ser gvento ra-
ro 8 em seccao ultrafina de tecidos de plantas sadias con -

troles, no presente Ccaso, nas foi observado esse fenfmano,

As ves{iculas sncontradas no citoplasma de
fpijoeiro e de soja dnfetaedos pelec VMDF e nos tecidos de
fgijao macassar, feljosiroc e C. guinoa infetados peloc VMV
davem estar relacionadas com a infecgdo viral, poils nao fo-
ram sncontradas em tecgides sadios. 0 complexo de vesiculas,
ribosomas e dicticsomas observado em sgscoaeo ultrafine, pro-
vavelmente corrssponde & massa amorfa identiflcade ao mi-
croscopio de luz nos fragmentos de epiderme de tecldos infe
tados peglo VMDF. Apesar de as vesficulas asscciades ac VMDF
serem geralmsnte malecres do que aguelas assccladas ao VMV,
& provavel gue elas representem esstruturas aﬁélogaé 8 essas

variacoes possam ser devidas %s diferentas fases de infeg

L

ac. SJenericemente poder-ss-ia comparar €s5s5as ggfruturas

[4: 3
0
(]

taternas membrancsas dos tecidos infetados peln virus da

[

{elite (Celas ot al., 198%),que correspondem a ra-
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ass tecides infetados pelo VMDF ocu pelo VMV. Agregados de
vesfoculas do mesmo tlpo tém sido descritos asscciados & in-
fecgao de varios virus ilsométricos, como o do mosaico do
foeijoeiro do sul {(Welntraub & Ragetll, 187Cel}, mancha ane-
lar latente do morangueiro (Roberts & Harrison, 1870), mos-
gueado do morangueiro (Kitajima et al., 1871) , mosalco da
"cowpea" (van der Scheer & Groenewegen, 1871}, "pod mottle”
do feijoeiro (Kim & Fulton, 1872), mosaico em enagao da er-
vilha (De Zoeten et al., 1972) & "bushy stunt” do tomateiro
{Russo & Martelli, 1972) & de alguns virus filamentosos, co
mo o do mosaico da beterraba (Fujisawa et al., 1967, Hoe~
fert, 1968), mosaico do "pokeweed” (Kim & Fulton, 18968) mo-
saico da beterraba ana (Hoefert et al.,, 1870), mosaico da
coenoura (Camargo et al., 1971)e tristeze ds citrus (Kitaji-
ma et al., 1872).

Apesar do elevade nimero de trabalhos que
relatam vesiculas assncladas a virus, pouco se sabe a res -
peito de sua origem e fUngao. Em nossas obssrvagoes ancon-
tramos fraguentemente dictlosomas nas proximidades das vesi
culas associadas ao VMDF, 0 que sugere uma relagao sntre es
sas sstruturas, como fol verificado em tecidos Infetados com
o virus do mosaico do "pokswesd” (Kim & Fulton, 1988), mo-
salco da cenoura {Camargo et al., 1971} e "bushy stunt” do
tomateiro (Russo & Martelli, 18723. Também uma relagao en-
tre as vesiculas e o reticulo endoplasmatico ja foil sugeri-
da em tecildos infetados com o virus do "bushy stunt” do to-
mateiro (Kim & Fulton, 1972) 8 mosaico da beterraba do oces-
te (Eseu & Hoefert, 1972), embora este fato nao tenha sido
observado com as vesficulas asaociadas & infecgao do VMDF ou
do VMV,

Krass @ Ford (1969) sugerem gue as vesiculas
gncontradas em tecidos infetados com o virus deo mosalco da
cana e mosalco ando do milho possam se formar “"de nove” a
partir do RNA viral e, realmente, na luz das ves{culas assg
ciadas ao virus amarelo da beterraba (Esau & Hoefert, 1871)
e mosaico em enagdo da ervilha (De Zoeten et al., 1872}, o-

correm redes filamentosas semelhantes ac ONA des mitecon -
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que as vesiculas possam representar o local ds sintess do vI
rus. De Zoetan et al.. {(1972) sugerem, baseados em testes
citogquimicos gque as fibrilas observadas nas vesiculas asso -
ciadas ao virus do mosalco em enagdo da ervilha,seriam DONA.
Nos demais casos nio ha evidincilas similares e, nas veslcu-
las associadas ec VMDF & ao VMV, essas fibrilas foram oca -

sionalmente encontraceaes.

As veslculas assocladas ao VMDF e aoc VMV fo-
ram snceontradas apenas no citoplasma, diferindo das vesicu -
las mssocladas ao virus amarelo da beterraba do oeste ([ Esau
& Hoefert, 1972) e ao moseico da enagiec da ervilha (De Zoe-
ten et al., 1572) as guais foram observadas tambem na cavida
de perinuclear, ou das vesfculas assocladas ao mosalco do
"cowpea" qus ccorrem também no ndcleo (van der Scheer & CGrog

newegen, 1871).

Nos tecidos infetados peloc VMDF foram identil-
ficades cristais vis{veis ao microscopic de luz e gque &o mi-
croscopic electrdonico se revelaram serem formados por part{i-
culas de virus. Nos fragmentos de epiderme, ssses cristals
sram mails conspicucs nas células dos tricomas, devide a au-
séncia de orgdnulos citoplasméticos que pudsssem ser confun-
didos com os cristais. Nas secgOes espessas de tecidos 1n-
clufdos em Epon, os cristais puderam ser obsegrvados indistin
tamente nas celulas da eplderme, mesdfilo s reglao vascular,
mostrandc gue a ocorréncia dos cristals assoclados a infec
gao € generalizada por toda folha afetada. Esses cristals,
porem, nao puderam ser identificados em tecidos fixados em
glutaraldeido e incluidos em parafina, provavelments devido &
desintegragao dos mesmos, durante o processamento subsequen-
te & fixagaoc. Nao fol possivel também verificar a agao da
pepsina sobre essss cristals, pols eles ss desagregavaem apos

o tratamento com a solugdo Aclda, com ou $em essa enzima.

Como a presshnga cdesses cristals era gspecifi-
camente associada & infecgao pelec VMDF, sue visualizagao ao
microscoplo de luz representa uma possibilidade adicionel a
diagnose das moléstiss causadas por esse virus, principalmen

te por se tratar de uma tdcnica simples e rapida que poda ser
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electrdnico. Dessa mansira, é possivel diferenciar o VMDF do
masaico comum do feijoelro, pois, apesar de ambos causarem
sintomas comparaveis naes folhas (Costa et al., 18711, este Gl
time nao induz a formagdo de cristals nas células infetadas

(Weintraub & Ragetli, 1966, Camargo et al., 1958).

A ocorréncia de cristais de virus intracelula
res, contudo, nao é psculiaridade (nica dos tecldos infetsdos
pelo VMDF., Agregados cristalinos de virus tém sido também
descritos em tecidos infetados com outros virus isométricos oo
mo o mosqueado de alcachofra (Russc et al., 1968), mosselco do
feljoeiro do sul (Weintraub & Ragsetli, 1870a) e mesalco go
"bromegrass” (Paliwal, 187C).

Além dos cristais de virus, foram sancontrados
nos tecldos Iinfetedos pelo VMDF um tipo de inclusdo cristali-
na de origem e natureza desconhecilda, mas obviamente assocla-
da & infecgdo viral. Esse tipo de inclusado nac ocorre nos tg
cidos infetados pelc VMV e ndo existem descrigoss de inclu -
spes cristalinas de padroes semelhantes, assocliadas a outros
virus de plantas. Inclusoes paracristalinas podem ocorrsr no
nicleo de algumas espécles ds plantas sadias, inclusive no do
fetjoeiro, sem estarem relacionados com a infecgao a virus
{Wergin et al., 1970), mas slas sao distintas das assccladas
ao VMDF.

As inclusfes cristalinas nao puderam ser visua
1izadas ac microscdple de luz, provavelmente devido as suas
dimensces raduzidas 8 fraca afinidade aocs corantes utilizados
Nas secgoes ultrafinas, slas podiam ser difesrencladas facll -
mente do cristal de virus por terem um contorno menos regu-
lar @ aparacerem hem menos densas ao felxe de electrens do gue
gs corilstails. Inclusodes cristalinas com sub-estruture em ar -
ranjos hexagonals, reticular s tubular, conforme o angulo de
seccionamento, semslhantes as do VYMDF, foram descritas em

cristais de proteinas purificadas de Chloropssudomonas ethyli~

cum , estudadas ao microscdpio electronico e Ralo-X (Olson et
al., 186%; Labaw & Olson, 13707,

Dentre as diversas hipoteses para explilcar a

e i A mme dm Al mmn cwmdaotanidmasae a8 Ao nue plas node -
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riam representar um acdimulo de proteina viral sem o dcildo nu
cleico parece ser a mais razodvel. Sua localizagac em meio
as vesiculas, de manelra similar acs cristals de virus, suge-~
re gue 08 MEsmMOSs pProcessdas citopaticos estariam envolvidos na

farmacao dessas estruturas.

Ndo se conhecem ainda as relagdes imunoldgicas
do VMDF com outros virus isometricos. Costa et al. (1871)
sugerem gue o VMDF possa pertencer ao grupo do virus do mosai
so do feilioceirc do sul (SBMV), apaesar desses virus apresenta-
rem algumas propriedades f{sicas in vitro e bicldgicas dife -
rentes. Em nossos estudos verificamos que o dlametro das
particulas do VMDF saoc coincidentes com aguelas do SBMV{Price
et al., 1846; Lahaw & Wickoff, 1957; Edwardson et al., 1886 ;
De Zoeten & Gaard, 1969; Weintraub & Regetli, 1870a2). Intra-
celularmente as particulas do VMDF ccorrem apenas na citoplas
ma em arranjos cristalinos, enquanto que as particuleas do
5BMY ~ estirpe feljoeiro sao encontradas freguentemente espalr
sas e esporadicamente em arranjos cristalinos na citoplasma @
no nicleo (De Zoeten & Gaard, 1963:; Weintraub % Ragatli,l870a)
podendo passar através dos poros nucleares do cltoplasma pa -
ra o nicleo ou vice-versa (De Zoeten & Geard, 1868). Por ou-
tro lado, os cristals do VMDF sao muito semelhantes aos cris-
tais do SBMY - estirpe "cowpea", com a ressalva de gue nunca
foram esncontrados intranuclsarmente, como acontece com esse

Gitimo (Weintraub & Ragetli, 1970).

As difersncgas observadas na distribulgéc intra
celular do VMDF e das demais estirpes do SBMV nao sac poOreém
malores do que as descritas entre os varios 1solados do SBMV.
Assim, parece-nos ainda justificdvel a hipdtese de que o VMDF

pertenga ac complexo do SBMV.

As inclusdoss fusiformes, encontradas nos teci -
dos infstados pselo VMV, parscem estar relacionadas com a infeg
a0 deste virus, 13 que foram constatadas em tecidos de tras
gspéciles diferentes de plantas hospedeiras Infetadas pelo VMY,
mas nac nas sadias, ou afetadas por outrecs virus. Os testes
de digestado com pepsina indicam gque as inclusdes fusiformes

tém uma constituigdo proteica. Suya origem, ainda nac se acha
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tea gelulares decorrente da infecgaon, Qm excesso de protelna
viral organizada de mansira diferents das part{culas de vi-
rus, ouw ainda um subproduto do processo da infecgao. Essas
fibrilas parecem ser axtremamente lé&beis in vitro, pois ape-
sar de numerosas nas hospedelras , nao foram identificadas em
praparagﬁes "1gaf-dip", provavelmente desintsgrando-se com 0

rompimento da célula.

As ohbservacoes reallzadas em tecildos coleta
dos em dias consecutivos, apds a inoculagde do VMV, indicam
gue as fibrilas teriam arigem nc citoplasma, provavelmente &
soniadas ao retfculo endoplasmatico, surgindo inicialmente
como peguenos aglomerados esparscs que gumentam em numerc 8
extensdo, & medide que a infecgao progride, tendendo a for-

mar uma massa unilca.

As fibrilas assocladas & infecgén do VMV 80
bastante distintas de outras farmagdes tubulares, comc a prg
tefna-P encontrada nc parénguima do floema de plantas sa-
dias, ou como ceg tibulos do corpo-X presentss em tecidos in-
vadidos peloc virus do mosailco do fumo [(Esau & Cronshaw,1887)
As finbrilas associadas & infscgao pelo VMV sd0 aparentements
macigas e medem em torno de 10 nm de diadmetro, enguanto que
a proteina~P e nz tubulaos do corpo-X t&m um canal axial e me
dem em torno de 20-30 nm de diametro (Esau & Cronshaw, 1887).
Individualmente as fibrilas do VMY sac semelhantes dguelas
deseritas por Xim e Fulton (1872], associadas ao "pod mottle”
do feijoeiro. Contudo, as primeiras formam no clitoplasma ,

agregados significetivamente malores gue as Jltimas.

Em decorréncia da forma e dimensdes peculia-
res das inclustes fusiformss, elas podem ser faclilmente iden
tificadas ac microscoplio de luz, representando um teste répg
do & eficlente para a diasgnose das moléstias causadas pela

VMV, da mesma mansira gue 08 cristals do VMDF.

Uma particularidade notada em tecldes folle-
reas infetados pelo VMV, mas nao pelo VMDF, fol & ccarréncia
de particulas de virus nos plasmodesmata. Fatao saemelhante,

contudo, 3j& mareceu descrigces anterilores, tantn am tecldos
o P e e e ffremmis mAe a7, 1QB7Y. OUu V{TUQ
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isométricos (De Zoeten & Gaard, 1868; Kitajima & Lauritis,
1969; Lawson & Hearaon, 1870; Roberts & Harrison, 19705 Kim
& Fulton, 1871). No caso do VMV, o083 plasmodesmata quando
continham particulas, achavam-se usualmente bastante modifi
cados, tomando a forme de tubulos extremamente longos, de
diametre uniforme, em cuje luz os virdicns aparsclam em uma
fila simples ou, ocasionalmentes, dupla. 0 aumento do com-
primentc do plasmodesma se dava sparentasmente gragas a um
"srescimento” de parede celular Jlunto a4 ahertura do plesmo-
desma, &m um ou ambos os ledos de parede celular, de tal
modo que esta produzia uma projegédo tubular de vérios um,
citoplasma adentroc. Esse tipo de alteracdo & semelhante a-
gusle verificado em tecidos infetados pelo CPMV ( wvan der
Scheer & Oroenewegsan, 1971} e pelc "pod mottle” do felijoel-
ro [(Kim & Fulton, 1871} diferindo, contudeo, dagueles ohser-
vados assoclados a infecgado pelo virus da mancha anelar do
fume (Davison, 1869) e da mancha anelar latente do meranguei
ro {Roberts & Harrison, 1870}, guandg os virions aparecem
em formagoes tubulares gue, aparentemante, emergem do plas-

modesma.

Com relagcaoc ac VMV, a anélise de tecidos colg
tados sm dias subsequsntes a inoculagao mecdnica, ‘revelou
ind{cios de uma correlacgao entrs o aumento do comprimente
dos plasmodesmata e do numerc de partfculas dentro deles,
& medida que se passavam os dias eapds a infscgaon, sugerindo
que poderia haver sintese ou "montagem” de particulas den -
tro do plasmodesma. Allids, idéle semelhante foi gsposada
por Robert e Harrison (1970) e Kim e Fulton (1871]. Seria
assim viavel que, além de uma passagem passiva das partficu-
las de virus pelo plasmodesme, conforme indicado nos traba-
lhos inicials, demonstrando a occorréncia de virions no plas
modesma {Fsau et el., 19B7; Kitajima & Lauritis, 1868), po-
deria haver uma paessagem "dinamica"” de particulas de virus
de uma célula infetada para outra sadia. através da forma-
gao de partficulas na luz do plasmodesma. Assim a prdpria
elongacao do plasmodesma pela aparente deposicao de mate-
rial da parede celular junto & sua embocadura, poderia re-

o nmm At o ar Jimm macermmeda Ma ~oTil a am me+rdimiiin ~rd ardo ne 1M
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aclimule de particulas na luz dos plasmodesmata.

As particulas de virus & as anomallas asso -
ciadas 3 infecgdo do VMV ocorrem tantoc em tecidos com infeg
cdo sistdmica como em lesces locals, sando nestas Gltimas
mals abundantes e numerosas. Apesar das anomallas associa-
das & infecgao ocuparem grande sxtensao das células, nao se
notaram profundas alteragoes nas organelas, 8 O0S agregados
de mitocdndrias e cloroplastos, encontrados em tecldos coam
lesio local, devem-se provavelmente & pressao flsice exerci

da pela grande massa de fibrilas do citoplasma.

Os sstudos de patolcglia e serologia efetua -
dos com 6 VMV (Costa et al., 1969; Olivelra et al.. 1969 1
indicam gue esse virus pertence ao complaxo do CPMV., As ob
servagGes ao microscipio electrdnico demonstraram também di
versos pontos em comum entre o VMV e o© CPMYV.,  Ambos tém par

t{culas assocladas ac plasmodssma e induzem @ aparecimento

de vesfculas no cltoplasma, mas apenas as do CPMV ocorrem
também no nicleo (van der Scheer & Groenewegen, 1971). Em
contra-partlida as inclusoes fusiformss associliadas ao VMV,

visfveis ac microscépioc de luz, nao foram identificadas nos
tacidos infetados pelo CPMV (Agrawal , 1864; van der Schasr
& Groenewegen, 1971), devendo representar uma ca:acterig
tica do isolado brasileiro., Frise-se por cutro lado gque 8
ineclusao fibrilar fol também egncontrade em tecidos Infeta-
dos com o virus do "pod mottle"” do feijoeliro €Kim & Fulton,
1872) o qual se acha distantemente relacionadc cam o CPMV

{Agrawal , 1864).

A visualizagao de cristals do VMDF e inclu-
sfas fibrilares do VMV em calulas de feijoeiro infetados =i
multaneamente com esses dois virus, demonstra gue eles po-
dem se multiplicar em uma meszma célule sem gqus haja interfe
réncia entre eles, indicando serem eles virus distintos.Vam
ném demonstrae que a alteracgao celular induzida por cadsa vi-
rus 6 suficientemente distints para permitir a identifica -

cao da dupla infecgao.



6. CONCLUSOES

1) As particulas do VMDF e VMV sao indistin-
gufveis morfologicamente, sendo ambas isométricas, des farma
icosahedral, medindo ca. 25-30 nm de diametro. Nas células
infetadas, particulas desses virus podem ser uaualmentes de-
tectadas quando formam agregados. Também notou-se due am -
bos os virus induzem o aparecimento de numerosas vesfculas
no clitoplasma, provavelmente associadas a sintese das parti

culas.

2} Apesar do VMDF e do VMV induyzirem sinto -
mas de mosaico nas folhas de feljoelro e terem partfculas de
morfologia idéntica, & distribuigao intraceluler desses vi-
rus, bem como as alteragdes nas ceélulas infetades, sag ca-

racteristicamente distintas.

a. 0 VMDF aparece no cltoplasma formando cris
tais de dimenstes avantajadas, detesctavels ao microascéplo de
luz, os quals podem ser utilizados no auxf{lio da diagnose
da moléstia. Assocladas & infecgao do VMDF ocorrem tambem
inclusbes cristalinas de origem desconhecida, nao encontra-
das em tecidos infestados com outros virus de plantas. Cs
cristais do UMDF séo semelhantes aos do SBMV-estirpe "cow-
pea”, reforgando a hipdtese de gue eles pertenceriam ao mes

mo grupo.

b, A infecgao do VMV induz alteracoes nos
plasmodesmata e a formacao de inclusoes fibrilares no clto-~
plasma, sendo estas ultimas, vis{veis ao microscapio de luz
A distribuicho intracelular do VMV e as anomalias ‘notadas
nas células infetadas apresentam alguns pontos em comum cam
aguelaes descritas para o CPMV, e com 0 gual geta serologlca

mente relasciocnades.
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