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SINOPSE

Exames, ao microscépio electronice, de secgbes ultrafinas de tecidos, principal-
mente foliar, de plantas de diversas espécies, infietadas por uma das 17 estirpes do
virus Y da batata que ocorrem no Estado de Sdo Paulo, mostraram: a) Ocorréncia de
inclusdes citoplasmdticas, lamelares, do tipo descrito por Edwardson, e ocasional pre-
senca, no citoplasma, de particulas similares aquelas encontradas in vitro e em tecidos
de plantas infetadas por qualquer uma das estirpes estudadas; b) aparecimento espo-
radico de agregados de particulas filamentosas e grossas (ca. 50-60 my, de didmetro),
10 citoplasma de tecidos de plantas infetadas pelas estirpes Y¢ ¢ Yel; () ocorréncia
sistematica de inclusdes citoplasméticas, constituidas por membranas, empilhadas ou dis-
postas concéntricamente, consideradas como estrutura de Golgi hipertrofiada, em teci-
dos de plantas infetadas pelas estirpes YP e Ynt,

1 — INTRODUCAO

ixistem varias estirpes do virus Y da batata (Solanum tubero-
sum 1..) que causam moléstias em véirias solaniceas de interésse econd-
mico, tais como o tomateiro (Lycopersicum esculentum Mill), o pimentdo
(Capsicum annuum 1..), o fumo (Nicotiana tabacum 1..) e a batata, no
Estado de Sao Paulo (4, 5, 6, 11). Entretanto os sintomas apresenta-
dos pelas plantas infetadas com as diferentes estirpes sdo bastante
variaveis e vio desde a quase laténcia até necrose ¢ deformagido das
fdlhas, ou, de outro lado, induzindo actimulo de antocianina, resultando
em plantas arroxeadas (4). Desconhece-se ainda a causa dessa dife-
(1) Trabalho parcialmente financiade pela FAPESP (C. Agron. 66/107) e pelo CNPq

(TC 4827) e apresentado na 1.2 Reunifio da Soc. Brasileira de Fitopatologia, em fevereiro de 1967,

em Piracicaba, S.P. Recebido para publicagio em 26 de julho de 1967.
(*) Bolsistas de aperfeigoamento da FAPESP.
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renga de comportamento, e que deve estar intimamente ligada aos
gendmios do virus e da hospedeira.

Uma das possibilidades de elucidar, ainda que parcialmente, ésse
problema, seria através da microscopia electronica. Utilizando-se dessa
técnica, poder-se-ia saber como os virus estio associados is organelas
celulares e quais as modificagGes que se processam nelas e a sua relagdo
com os sintomas externos.

O presente trabalho relata os resultados dos exames, ao microsco-
pio electrénico, de secgdes ultra-finas de tecidos de diversas plantas hos-
pedeiras infetadas com diferentes estirpes do virus Y da batata (VYB)
que ocorrem no Estado de Sdo Paulo e adjacéncias.

2 — MATERTIAL E MRETODOS

a) Plantas utilizadas: -— Tomateiro, fumo, pimentic e Nicandra
physaloides Gaertn. Destas espécies foi utilizado para exames histologi-
cos ao microscépio electrénico o tecido foliar. Algumas amostras de
tecido radicular de tomateiro e érgios florais de N. physaloides também
foram incluidos no exame.

b) Virus: — As estirpes utilizadas para inoculacio das plantas

. fazem parte da colecio mantida pela Secio de Virologia do Instituto
Agrondmico, das quais foram usadas as seguintes: Ye, Y& Yf Yr, Yy
Ynt Yel Ye2 YeRio Yea Ywn Yetchlike YAR - Yrb «Solanum Minas Ge-
raisy e «Solanum Monte Alegre (®).

¢) Técnicas de microscopia electrénica: — Amostras de tecidos de
plantas mostrando sintomas evidentes de infec¢do sistémica foram fi-
xadas em tetréxido de 6smio 1-2% em tampio fosfato de sédio 0.2M,
a 0-4°C, durante 18 horas (15). Apos a fixagdo o material foi desidra-
tado em acetona e incluido em Epon 812 (13). Algumas amostras tam-
bém foram fixadas em glutaraldeido a 3%, durante 3 horas, seguida ou
ndo de uma post-fixacdo em tetréoxido de 6smio. Os blocos foram sec-
cionados em um ultramicrétomo Porter-Blum, modélo MT-1, utilizando
navalhas de vidro. As seccbes foram montadas em reticulos de cobre,
cobertas com membrana de colddio, contrastadas com nitrato de
chumbo (17) e examinadas em um microscopio electrénico Siemens
Elmiskop I (%).

. (3) Notacdes e nomenclatura utilizadas na Secfio de Virologia do Instituto Agronémico,
em Campinas.
(¥) Doagdo conjunta do Conselho Nacional de Pesquisas e da Fundagio Rockefeller.



Comparacdo electrono-microscopica Estampa |

Parte de célula do parénquima palicddico de f6lha de fumo, infetado pela estirpe YWn
do VYB. Nota-se numa das células as ‘inclusées lamelares (i) em forma de cata-
vento ¢ de anéis concéntricos, enquanto noutra, de elementos lineares, dispostos paralela~
mente. Ambas representam seccbes diferentes de uma mesma estrutura, em forma
de laminas arqueadas ou cilindricas. m — mitocondrio; p — plastidio; pc
parede celular.



Comparacdo electrono-microscopica Estampa 2

Detalhes das inclusdes lamelares (i), quando dispostas perpendicularmente 3 parede
celular (pc), em folha de fumo infetado: A — pela estirpe Y¢!; B — pela estir-
pe YV. m — mitocondrio; p — plastidio.



Comparacido electrono-microscépica Estampa 3

.

Detalhes das seccdes das inclusdes lamelares (il), em forma de catavento ou anéis
concéntricos, em folha de fumo infetado: A — pela estirpe Y8; B — pela estir-
pe Y. Notar em A4 as particulas do virus dispersas no citoplasma. Os pontos
densos que aparecem entre as ldminas das inclusGes parecem ser sec¢des de particulas
alongadas, provavelmente do virus. p — plastidio,



Comparacao electrono-microscopica l.stampa 4

Grupos de particulas alongadas e grossas (pg), aparentemente enoveladas, encontradas

ocasionalmente em tecido foliar, de fumo, infetado pelas estirpes: A4 — Yel ¢
B — Ye. Nas suas proximidades podem ser observados grupos de particulas fila-
mentosas, provavelmente do virus (setas). il — inclusdo lamelar; pc — parede

celular; m — mitocondrio.



Comparacao electrono-microscépica Estampa 5

)

Estruturas membranosas (em) que surgem em tecidos de plantas infetadas pelas
estirpes YP e Ynt, 4 — Vista geral de células do parénquima palicadico de folha
de Nicandra physaloides infetado pela estirpe YP; B — Duas células adjacentes, em
folha de fumo infetada pela estirpe Y®t., TUma enorme estrutura membranosa
acha-se aposta ao invélucro nuclear (in); C — Detalhe de uma célula de félha de
fumo infetada pela estirpe YP. Duas estruturas membranosas podem ser observa-
das nas proximidades do ntcleo (n). « — inclusio lamelar; mnu — nucléolo;
p — plastidio.
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3 — RESULTADOS

Nos tecidos de tddas as plantas infetadas, independentes da estirpe
do VYB utilizada para a infec¢io, notou-se a ocorréncia de inclusOes
caracteristicas no citoplasma (estampas 1-3, 5). A quantidade destas
inclusées variava numa mesma planta de célula para célula, possivel-
mente correlacionada com a severidade dos sintomas apresentados pela
planta infetada, e sua auséncia era total nas plantas nfo inoculadas.
Cada inclusdo se constituia de um conjunto de elementos lineares, de
céreca de 67 my de espessura e comprimento varidvel, e suas dimensGes
gerais variavam de 0,5-1 mp de largura por 2-4 mp de comprimento. A dis-
posigdo déstes elementos lineares nas inclusdes era basicamente de dois
tipos: a) Elementos lineares retilineos e dispostos lado a lado. Em
geral uma das extremidades déstes conjuntos ficava no mesmo plano,
enquanto a outra era irregular. Em muitas ocasides, quando estas in-
clusbes se achavam em zonas estreitas do citoplasma, entre o vactiolo
e a parede celular, elas se dispunham, em geral. perpendicularmente a
esta tltima. A extremidade plana ficava em contato com a parede da
célula, e a irregular, como (ue projetada para o vactolo (estampa 2):
b) Elementos lineares curvos, em forma de anéis concéntricos, ou varios
elementos curvados no mesmo sentido, partindo estas linhas curvas de
um ponto comum, formando figuras que lembram cataventos, podendo
a outra extremidade estar livre ou em contato com o brago seguinte
désse «catavento» (estampa 3). Muitas vézes, entre dois bracos do
«catavento», podiam-se notar granulacoes densas (ca. 10 mp de did-

metro) entre as lamelas.

Embora nio muito freqiientemente, notavam-se elementos filamen-
tosos no citoplasma, dispostos ao acaso (estampas 34, 483) ou paralela-
mente (estampa 44), com cérca de 10 my de didmetro e comprimento

indeterminado.

No caso da combinacio estirpe-planta hospedeira, que induz necro-
ses, como é o caso da estirpe Y¥ (5) em tomateiro, ndo se pade deter-
minar a seqiiéneia do processo necrdtico. As células em vias de se ne-
crosarem apresentavam todavia citoplasma bastante adensado, plastidios
em degeneracdo, pouca ou quase nenhuma estrutura citoplasmatica re-
conhecivel, e o nticleo tornava-se também adensado, mas apresentando
varias zonas, possivelmente onde estaria o material cromatico, bem
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ralas. A célula no seu todo contraia-se, e, freqlientemente, o tonoplasto
achava-se rompido.

Embora ndo houvessem sido encontradas diferencas marcantes nas
células infetadas pelas diferentes estirpes, pelo menos duas caracteris-
ticas foram associadas & infec¢o com um pequeno grupo de estirpes.

Em células de plantas infetadas pelas estirpes Y¢ e Y ocasional-
mente foram encontrados no citoplasma agregados de particulas gros-
sas, de cérca de 50-60 mp de didmetro, enoveladas e relativamente
densas (estampa 4).

Por outro lado, em células infetadas com as estirpes Y? e Y®¢ apa-
reciam freqiientemente estruturas membranosas, formando lamelas con-
céntricas ou pilhas de membranas, que podiam atingir dimensées bas-
tante avantajadas, em certos casos, equivalentes as do ntcleo (estam-
pa 5). Sua ocorréncia era no citoplasma, livre, sem contato com outras
estruturas celulares, ou ocasionalmente aposta ao invélucro nuclear
(estampa 5C). Quando em forma de pilhas de lamelas, percebia-se que
na extremidade livre as membranas se fundiam aos pares (estampa 5B).
Assim, na realidade essas estruturas seriam uma pilha de cisternas
achatadas, como se féssem um gigantesco complexo de Golgi. No outro
tipo de configuracio, nem sempre era possivel verificar se as lamelas
eram concéntricas ou espiraladas; contudo, em seccles favoraveis
notava-se claramente a disposicio concéntrica dessas lamelas. Na re-
gido central dessa estrutura freqilentemente se achavam presentes go-
ticulas densas de natureza provavelmente lipidica (estampa 5B).

4 — DISCUSSAO

O exame ao microscopio electronico de tecidos de diferentes plan-
tas infetadas por diferentes estirpes do VYB nfo trouxe novas luzes
para explicar as razbes da diferenga nos sintomas por elas induzidas.
Além de caracteristicas comuns a tédas as estirpes pode-se todavia
notar alguns padrées tipicos a determinados grupos de hospedeiros, pelo
menos intracelularmente. Num dos casos houve mesmo coincidéncia
cntre as alteragles externas severas das plantas infetadas por duas das
estirpes estudadas, com a ocorréncia intracelular de certas formacgdes.

As inclusbes observadas invariavelmente no citoplasma de células
infetadas com o VYB, seja qual for a estirpe considerada, parecem repre-
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sentar sec¢bes diferentes de formagdes cilindricas, conforme sugerido
por Edwardson (7). Em secgdo transversal elas dariam origem as for-
macdes de linhas curvas, e em secgdo longitudinal, as de linhas retili-
neas, embora nesta ultima disposicdo pudesse sugerir um feixe de par-
ticulas filamentosas.

A sua origem e a sua associacio com as particulas do virus ainda
ndo estio perfeitamente compreendidas, ocorrendo em tecidos de plan-
tas infetadas por praticamente todos os virus do grupo morfolégico do
virus Y da batata até aqui examinados (3, 8, 9, 10, 12, 14, 19, 20).

Ocasionalmente nas adjacéncias destas inclusdes ocorriam disper~
sos no citoplasma particulas filamentosas que pareciam representar ¢
VYB in situ, dada a sua semelhanga morfoldgica com as particulas vis-
tas in vitro (1, 11). E possivel que as granulagdes densas entre as la-
melas representem secgles transversais destas particulas, que estariam
dispostas paralelamente is formacgGes lamelares.

Embora, de maneira geral, fosse dificil distingiiir uma estirpe da
outra em secgbes, certos tipos de inclusdes foram caracteristicamente
associados a determinadas estirpes: agregados de particulas de diametro
50-60 my que apareceram nos tecidos infetados pelas estirpes Y¢ e Y
e as formacdes lamelares associadas as estirpes YP e Ynt,

A natureza destas particulas grossas ndo se acha ainda estabele-
cida. Algumas hipoteses poderiam ser formuladas, tais como: a) for-
mas semelhantes a certas particulas grossas que aparecem em tecidos
de plantas infetadas pelo virus do mosaico comum do fumo (VMCF) e
interpretadas como uma forma intermediaria, altamente hidratada, da
formacdo déste virus (18). Esta hipétese se acha, todavia, um tanto
prejudicada pela sua presenca, associada a apenas duas das dezessete
estirpes examinadas, tornando dificil explicar sua auséncia nas outras
estirpes. Mesmo no caso do VMCF, Milne (16) objeta a sugestdo de
Shalla (18), embora nio exclua a sua possivel associagdo com a infec-
¢do; b) produtos de degeneracio de alguma organela celular. Esta
hip6tese ndo é muito convincente, pois em dezenas de outras plantas
hospedeiras infetadas n3o sé com outras estirpes do VYB, mas também
com varios outros virus que induzem uma enorme variedade de reagdes
as células infetadas, em nenhum caso observou-se organela celular de-
generada, de forma similar; ¢) produto da reagdo celular formada espe-
cificamente sob a agdo da infec¢do com as estirpes Y¢ e Y, e, pos-
sivelmente, de algumas outras ainda n3o investigadas.
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Quanto as inclusBes membranosas, associadas a infecgdo com as
estirpes Y? e Y0, & provivel que representem estruturas de Golgi hiper-
trofiadas. A variedade de forma com que elas aparecem, ou como pilhas
de vesiculas achatadas e extensas, ou como um sistema de membranas
conceéntricas, parece decorrer de secgdes diferentes de uma estrutura
formada por uma pilha de cisternas com pronunciado arqueamento. A
semelhanga morfoidgica, salvo pelas dimensdes, com as estruturas de
Golgi normalmente presentes nas células ndo infetadas foi considerada
para e¢sta suposicio, pois o sistema de pilhas de cisternas, com seus
bordos dilatados, é caracteristico a esta estrutura. A associagdo com o
invélucro nuclear parece ser meramente casual e resultante dos movi-
mentos citoplasmaticos. Durante o processo que leva a4 hipertrofia, ¢é
possivel que a estrutura de Golgi se apusesse ao invélucro nuclear, e af
permanecesse. Um certo desenvolvimento da estrutura de Golgi j4 foi
descrito nos «Haustorios de Cuscuta» (2), mas no presente caso as
razbes désse gigantismo do dictiosoma ainda nio sio conhecidas.

A existéncia de certas formagdes caracteristicas, em células infe-
tadas por determinados grupos de estirpes do VYB, faz com que elas
tenham também valor diagnéstico. Algumas dessas formacdes sfo visi-
vels mesmo ao microscOpio comum, o (ue torna possivel esta diagnose
mesmo sem contfar com o microscépio electronico.

ELECTRON MICROSCOPICAL COMPARISON OF TISSUES OF PLANTS
INFECTED WITH DIFFERENT STRAINS OF POTATO VIRUS Y
WHICH OCCUR IN SAO PAULO

SUMMARY

Comparative electron microscopy of tissue sections of different plants, infected
with one of the 17 different strains of potato virus Y (PVY) found in Sio Paulo
state was carried out.

Infection of plants, with any of the strains utilized, was always followed by
the appearance of characteristic inclusions in the cytoplasm. These inclusions appeared
s linear elements (6-7 my, thick) arranged in a loose parallel array, or forming curled,
ring- or pin-wheel-like structures. Similar inclusions are described in tissues infected
with other viruses morphologically similar to PVY. The role of these structures in
the virus infection is still not known.

Occasionally, particles resembling those found i witro appeared scattered
randomly in the cytoplasm or sometimes associated with the cylindrical inclusions.

Infection with strains Y¢ and Ye! resulted in occasional appearance of aggregates
of thick and elongated particles, abt. 50-60 my, in diameter. On the other hand, in
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tissues infected with strains YP and Ynt, membraneous structures were found con-
spicuously in the cytoplasm, which consisted of a pile of flat cisternae. It seems that
these structures might represent hypertrophied Golgi elements,
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