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1. RESUMO

Na presente tese foi estudado o local de replicação do RNA 

do vírus do Anel do Pimentão (VAP ) associando-se as técnicas de auto-ra

diografia e microscopia eletrônica. 

'Tecidos foliares de Nico.:U,ana t.a.bacum L, var. Turkish NN 

sadios e com VAP foram incubados com Actinomicina D (AMO) ou agua e a se-

guir tratadas com uridina tritiada (atividade específica 29,2 curies/m mal) 

durante três intervalos de tempo, 3, 5 e 9 horas, Depois de fixados com 

glutaraldeido e ácido Ôsmico foram desidratados com acetona 30, 50, 70, 90, 

e 100% e incluídos em resina Epon. Os cortes ultrafinos e semifinos fo-

ram cobertos com emulsão fotográfica e apôs tempo de exposição 

foram revelados e examinados, 

adequado 

A produção de grãos de prata reduzida (grãos ) devido a in

corporaçao de uridina -5- 3H (U-5- 3H) no RNA penn.itiu contagens que, anali 

sadas quantitativamente, serviram para identificar o local de replicação 

do RNA viral. 
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Os resultados obtidos indicaram que: 

1. O efeito dos tratamentos utilizados sobre as âreas

dias das secções das células foliares e as áreas médias

de seus constituintes não apresentam diferença estat:Ís

tica significativa a nível de 1% de probabilidade.

2. A densidade dos grãos de prata da célula afetada pelo

VAP e tratada com água indica que a síntese de RNA so-

fre uma redução no período de 3 a 5 horas de incuba= 

ção com·u-5- 3H e que a taxa de redução no período de 5

a 9 horas ê semelhante entre célula doente e sadia.

3. O tratamento dos tecidos foliares sadios e doentes com

AMD revelou que a ação do antibiót�co foi seletiva no

sentido de inibir a polimerase dependente do DNA e os.o

a replicase do RNA viral, permitindo acompanhar com me

lhor aproximação o curso da biossíntese do RNA do VAI>.

4. O estudo do comportamento individual de três regiões da

célula sadia ao tratamento com AMD, mostrou, pela compa

ração dos números de grãos de prata por unidade de área,

que a atividade de síntese do RNA no nucléolo 

mais inibida pelo antibiótico, seguindo-se a do 

plasma e a do núcleo.

f.oi a

cito-
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5. As densidades dos grãos de prata das organelas da célu

la afetada tratada com AMO e. corrigidas com respeito às

densidades da célula sadia inibida com AMO, mostraram

que o curso da biossíntese do ãcido nucléico no núcleo

(excluindo o nucléolo) e no citoplasma é bastante seme

lhante, diferindo do processo biossintêtico do RNA no

nucléolo.

6. Examinando as taxas de síntese do RNA da célula afetada

pelo VAP, tratada com AMO e corrigida com os respecti

vos valores da célula sadia nas mesmas condições e no

período de 3 a 5 horas, observou-se que a taxa de

tese no nucléolo ê aproximadamente três vezes a do cito

plasma e a do núcleo sem nucléolo.

7. Os dados da tese sugerem que embora alguma síntese do

RNA ou ácidos nucléicos devidos a �resença do VAP pos-

sa ocorrer no núcleo da célula infectada, o nucléolo

o local principal da biossíntese do RNA do VAP.

8. As auto-radiografias revelaram também que a transloca

ção do RNA marcado do VAP jã pode ser observada nas pr�

ximidades do mitocôndria no período de 5 horas de tra

tamento com U-5- 3H.
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2. I NTRODUÇAO

ApÕs a pur�ficação do vírus do mosaico comum do fumo rea

lizado por STANLEY (1935), um período de conhecimentos mais concretos a 

respeito da natureza dos vírus, muitos problemas de natureza 

física e química começaram a ser abordados. A replicação dos 

biológica, 

componen-

tes dos vlrus in vivo ou in vitro� não podia pois ser esquecida nos pro-

gramas de pesquisa visando conhecer pormenores da biossíntese 

agentes patogênicos. 

Assim, os processos replicativos do RNA viral 

desses 

envolvendo 

RNA com simples ou diversos genomas vem sendo intensivamente pesquisados, 

Paralelamente ao interesse pelo mecanismo de síntese intracelular de ví

rus em células de plantas desenvolveram-se diferentes métodos de estudo, 

destacando-se os de espectrofotometria, imunomicroscopia, fracionamento 

celular, citoquÍmica, incluindo entre eles os de auto-radiografia. Este 

Último foi escolhido para realização deste trabalho, incorporando-se "in

vivo" uridina tritiada (U-S-3H) no RNA do vírus do Anel do Pimentão (VAP)

afetando células de tecido foliar de N�coüana tabacu.m. L., 

Turkish. 

var i edade 
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Interessados em descobrir o local da síntese de RNA do VAP 

cujas partículas se encontram frequentemente associadas aos mitocôndrios, 

-

fomos levados a execuçao da presente tese. 

-

A programaçao seguida se constituiu primeiro das investig� 

çÕes seguidas das melhores condições metodológicas, como o tempo Õtimo ao 

bloqueio da síntese do RNA celular normal, pela actinomicina D (AMD) e os 

intervalos de tratamento com U-5-3H. Estabelecidas estas condições, ini

ciaram-se os estudos para detectar o local de síntese do RNA do VAP. 

A produção de graos de prata reduzida devido a incorpora-

çao de U-5-3H no RNA permitiu contagens que, analisadas quantitativament� 

serviram para identifar o local de replicação do RNA viral. 

guintes: 

Em resumo, as etapas e o objetivo desta tese foram os se-

-

1. Verificar se a AMD teria a desejada açao seletiva so,... 

bre o RNA celular normal sem afetar consideravelmente a 

replicação do VAP. 

-

2. Urna vez constatada a seletividade da açao do AMD inves-

tigou-se, pelas t�cnicas de microscopia eletrônica asso 

ciada às de radioisótopos, o local de incorporação in

tracelular da U-5-3H.-

3. Obtidas as auto-radiografias foi selecionado o período

de incorporação de U-5-3H mais adequado às análises qua� @ 

titativas. 
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4. Finalmente, pela análise dos numeras de grãos de prata

por unidade de area das organelas de uma cêlula procu

rou-se estabelecer o provável local de replicação do RNA

do VAP.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Considerações gerais sobre o vlrui do anel do pimentão

O VAP foi encontrado no Brasil, no município de São Car-

los - São Paulo, afetando pimentão. As características biológicas, deter 

minaçÕes da morfologia e relações serolÔgicas do VAP, estudadas por COSTA 

et alii (dados não publicados), mostraram ser ele integrante 

"rattle" do fumo. 

do grupo 

O VAP foi purificado e estudado por SILVA (1965), KITAJIMA 

(1967), OLIVEIRA (1967) sob diversos ângulos destacando-se os seus as-

pectos bioquímicos, morfológicos e serolÕgicos. 

Deve-se a VAN DER WANT e ROSENDAAL (1948) as primeiras des 

criçÕes sobre as partículas de vírus do "rattle". Estes autores realiza

ram suas observações em plantas infetadas com vírus de "rattle" do fumo 

e do mosqueado do caule da batata, descrevendo e dimensionando partículas 

em forma de bastonete, com dois diferentes tamanhos, (130 e 300 nm de com 

primento). DE ZOETEN e SHALLA (1966), ALLEN (1963), KITAJIMA et alii 

(1969) trabalhando com variantes do mesmo encontra-



raro resultados idênticos quanto a forma e pequenas variações 

comprimento e espessura das partículas infecciosas. 
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quanto ao 

HARRISON e ROBERTS (1968) observaram que os vírus do gru

po "rattle" apresentavam-se geralmente associados aos mitocôndrias das ce 

lulas hospedeiras. 

Os dados referentes a aspectos patológicos e comprimentos 

normais (CN) das partículas curtas e longas do VAP respectivamente 54 e• 

199 nm foram determinados por COSTA et alii (dados não publicados) e KI

TAJIYL� (1967) sendo a infectividade associada apenas às partículas lon

gas, segundo SILVA (1965) e OLIVEIRA (1967). KITAJIMA (1967) observou que 

o diâmetro das partículas é da ordem de 20 - 25 nm e a proporção entre lon

-

gas e curtas e de 20:1. 

Análises químicas feitas com preparações purificadas do 

VAP, segundo SILVA (1965), revelaram que as partículas do VAP têm 95% de 

proteina e 5% de âcido ribonucléico e que este pode ser separado da parte 

proteica mantendo ainda sua infectividade. Segundo este autor, os ami-

noacidos das proteínas da partícula grande e pequena sao idênticas e as 

cadeias polipeptÍdicas apresentam o mesmo C terminal. Os testes serolÔgi_ 

cos das referidas partículas realizados por SILVA (1965) e OLIVEIRA(l967), 

não permitiram distinção entre as mesmas. 

SILVA (1965) verificou que o tratamento das preparaçoes p� 

rificadas com sulfato de amônio a 0,2 da saturação, produziram formações 

tipo cristalino alongadas. 

Exames de cortes ultrafinos feitos ao microscópio eletrôni 
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co por KITAJIMA (1967) revelaram a associação das partículas de VAP CQffl 

os mitocÔndrios da célula hospedeira. 

As partículas curtas foram detectadas por CAMARGO � ali!, 

(1969) nos cortes de pólen das plantas de tomate infectadas e em 

foliar por SILVA e NOGUEIRA (dados não publicados). 

3.2. Métodos utilizados para investigações dos locais de sintese in� 

trace1u1ar dos virus e seus constituintes 

Diversos são os métodos utilizados para estudar locais de 

síntese de RNA� proteína e de vírus em células de plantas. 

3.2.l. Microespectrofotometricos 

Tem sido utilizado na microespectrofotometria, o espectro 

de absorção de proteína e acido nucléico para acompanhar as mudanças na 

composição das âreas específicas das células durante a multiplicação do 

vírus. Estes estudos são feitos com porções de células vivas comparando 

densidades Ôpticas das diferentes partes da célula a 265 nm (ácido nuclei 

co) e 280 nm (proteína). Este método apresenta as suas limitações. Con

tudo a primeira evidência dos locais de síntese de vírus foi obtida por 

ZECH (1961) através desta metodologia. 
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3.2.2. Citolõgicos 

Através dos microscópios Õptico e eletrônico têm sido fei

to estudo sobre anormalidades, inclusões e estruturas celulares. 

Poucas investigações têm sido feitas correlacionando as mu 

danças citolÕgicas e a multiplicação do vírus principalmente devido a di-

ficuldades em determinar o estágio de infecção . de células individuais. 

SMITH e SCHLEGEL (1964) estudaram a distr�buição de vírus em ponta de 

rais e postularam que células em diversos estágios de desenvolvimento se

riam responsáveis pela maior ou menor concentraçao de vírus, extrapolando 

essa hipótese para a ausência de vírus nas células meristemâticas. Nesse 

trabalho ressaltam a necessidade de estudos mais precisos sobre os está

gios das células. 

Anteriormente estudos citolÕgicos ao microscópio Óptico se 

dedicavam principalmente ao estudo dos processos patológicos devido aos 

vírus. BALD e SOLBERG (1961) e (1964, 1966) fizeram estudos citológicos 

colorindo especifica.mente RNA e proteínas do vírus. MC WHORTER (1965), 

através de semelhante técnica estudou a natureza das inclusões de v1.rus 

em plantas infectadas. 

O microscópio eletrônico nos Últimos anos vem substituindo 

o microscópio Óptico com maiores possibilidades permitindo o estudo do ta

manho e forma das partículas no interior da célula. 

BLACK � alii (1950) realizaram um estudo ao microscópio 

eletrônico sobre a ocorrência do vírus do mosaico do fumo em células 1.n-
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fectadas, que se tornou clássico. A partir daí muitos trabalhos sobre vi 

rus purificados e intracelular foram efetuados. 

3.2.3. Fracionamento celular 

Nas técnicas de fracionamento, tecidos doentes são homoge-

neizados e diferentes organelas são separadas atraves de centrifugações 

diferenciais ou em gradientes de densidade para localizar o sítio intrace 

lular de replicação do vÍ�us. Por esse meio tem sido estabelecida por 

LAFLECHE � alii (1972) a associação entre vírus marcados e determinadas 

frações celulares. Este método apresenta o problema da contaminação devi_ 

do a compostos e estruturas absorvidas na superfície das organelas -isola 

das. 

3.2.4. Imunomicroscõpicos 

Anti.�.orpos conjugados com várias substâncias são aplicados 

nos cortes contendo antígeno. O complexo resultante, anticorpo conjuga

do com antígeno, pode ser identificado ao microscópio. COONS (1958) usou 

corantes fluorescentes ligados a anticorpos, para estudos ao microscópio 

Õptico. STERNBEGER � alii (1963) utilizaram metais pesados e SINGER 

(1959) usou ferritina para marcar compostos e estudá-los através da mi

croscopia eletrônica. 
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Para se obter bons resultados neste método é necessário 

usar técnicas de fixação que preservem a arquitetura celular e retenham a 

antigenicidade, evitando a redistribuição do antígeno, 

DUDMAN (1966), LANGENBERGER e SCHLEGEL (1967) usaram gela-

tina para fixação dos vírus do mosaico do fumo evitando o movimento do vi 

rus durante o processamento sem prejuízo de sua antigenicidade. Posterio.E_ 

mente, através da associação de imunomicroscopia com técnicas de auto-ra

diografias, LAGENBERG e SCHLEGEL (1967) puderam localizar o TMV com anti 

corpos marcados pelo 125 1,

3.2.5. Citoquimicos e auto-radiogrãficos 

Nos métodos auto-radiográficos quantidades muito pequenas 

de material radioativo nos cortes de tecidos são detectados por meio de 

emulsões fotográficas. A quantidade de radioatividade presente e sua lo-

calização são registradas com a exposição dos grãos de prata na 

fotográfica. Medidas quantitativas dos níveis de radioatividade 

emulsão 

podem 

ser obtidas pelas contagens dos grãos de prata, dados esses que servirão 

para a analise estatística, 

A auto-radiografia tem sido um Ótimo meio de estudar sÍ.nte

se de vírus. Por intermédio de precursores, inibidores metabólicos espe-

cÍficos, digestões enzimáticas, etc� são demonstrados os locais de sinte-

se de vírus. Ha certas limitações na aplicação dos métodos auto-radiogr� 

ficas para estudos dos locais de síntese de v1rus. Uma das principais 
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ê ter certeza que os precursores de vírus usados estao realmente incorpo

rados no v1rus. Ha tambêm o perigo do precursor ser utilizado pela célu

la e converter em outras substâncias que serão metabolizadas. 

Hã algumas fontes de erro que podem afetar seriamente a in 

terpretaçao dos dados auto-radiográficos aplicados às pesquisas com vírus. 

Desta forma a infecção causada por vírus pode afetar a permeabilidade ce-

lular ao isÕtopo e outros materiais tais como os inibidores meta.bÕlicos. 

Outro fator importante ê a diferença do tamanho do uvpool'u metabÕlico dos 

precursores entre as células sadias e as doentes. 

Recentemente BACHMAN e SALPETER (1965) e NADLER (1971) vem 

desenvolvendo modelos matemâticos para estudos �titativos das radio-au 

tografias. 

3.3. Uso de AMO no estudo dos processos de replicação 

plantas 

do v1rus de 

A demonstração por SANGER e KNIGHT (1963) de que a AMD ini 

be a incorporação de uracil -2-C 1
� no acido ribonucléico normal de célu-

las de fumo, mas não interfere com a incorporação no acido ribonucléico 

do fumo infectado com vírus do mosaico comum abriu um grande campo para o 

estudo da síntese de RNA de vírus em plantas com muito mais segurança. 

Diversos trabalhos têm demonstrado que a síntese de RNA 

dos vírus e independente do DNA da célula hospedeira e que a AMD combi- · 
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nando com o DNA da célula impossibilita a utilização deste DNA como ma

triz para a síntese do RNA normal, Através de um estudo auto-radiográfico 

tais autores utilizando diferentes combinações vírus-hospedeira puderam 

visualizar os locais de multiplicação dos diversos vírus da planta usando 

a AMD como bloqueador da síntese do RNA celular normal, 

A concentraçao AMD utilizada pelos autores tem variado den 

tro de uma faixa razoável. Assim SMITH e SCHLEGEL (1964) usaram AMO na 

concentração de 50 µg/ml e verificaram que o inibidor evitou a incorpora

ção de U-5- 3H nas organelas celulares sadias de fumo. Resultados seme

lhantes foram obtidos com raízes de Vic,,la óaba por SMITH e SCHLEGEL(l965) 

quando usaram 65 µg/ml de AMD, Em trevo e Vic,,la 6aba DE ZOETEN e Scm..EGEL 

(1967) utilizaram AMD na concentração 62,5 µg/ml de agua e verificaram 

que este antibiótico causou uma redução de 70 - 80% de incorporação de 

U-5- 3H, W0LANSKI e CHAMBERS (1971) usaram uma concentração maior de AMD

ou seja 100 µg/ml em tecidos foliares de Nicotia.na glu.üno�a obtendo Õti 

mos resultados no bloqueio da síntese do RNA celular. 

FACCI0LI e RUBIES -AUTONEL (197 5) utilizaram em Che.nopocli.um 

amaJUtn.ticolonp quantidades crescentes de AMD ou seja, 50, 100, 250 e 500 

µg/ml para inibição de síntese de RNA celular normal e verificaram um de

créscimo progressivo na incorporação de U-5- 3H à medida que aumentava a 

concentraçao de AMD� portanto escolheram para os seus experimentos a con

centração de 500 µg/ml, 

A AMD também pode funcionar como inibidor da multiplicação 

de vírus em certas combinações vírus-hospedeira. Segundo LOCKHART e 

SEMAN CIK (1968) a AMD inibiu a multiplicação de °'cowpea mosaic vírus" em 
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tecidos de hipocôtilo de caupi. Esta inibição foi completa quáttdo os te

cidos foram tratados com AMD imediatamente apôs inoculação; mas o grau de 

inibição decresceu com o tempo entre a inoculação e o tratamento com AMO; 

apÓs 18 - 20 horas o antibiótico não afetou a multiplicação do:.1vírus·,..,. ... · 

A inibição da multiplicação do vÍPus d.o mosaico do fumo 

(TMV) em tecidos foliares de fumo pela incubação com AMO foi relatada _por 

SEMAL (1967). 

Com o TMV e Hcowpea chlorotic mottle virusªu em tecidos es

tiolados de hipocótilo de caupi o mesmo tipo de inibição.da multiplicação 

foi observada por LOCKHART e SEMANCIK (1969) quando trataram os mesmos 

com AMD. Um efeito semelhante foi verificado por estes autores com refe 

rência a multiplicação de 11cowpea mosaic vírus., , em tecido de bipocótilo 

de Vich€\rokee wax11
• Quando os mesmos e.xpêrint�s.,.for.am 'feitos· c.om .:{'!b�eân 

pod mottle virus" em tecido de hipocÕtilo de ncherokee wax" a AMD estimu

lou a multiplicação de vírus. Segundo os autores o efeito da AMD na mul

tiplicação de vírus parece ser dependente da hospedeira e do tipo do·â.c!iâo 

nucléico do virus. 

A AMD, dependendo do hospedeiro, pode estÍillular o aumento 

do tamanho das lesões lqcai.� a.lém.,.da ..multiplicação do vírus. 

LOEBENSTEIN !E_ alii (19-69) verificar� <1ue--•'O tamanho ,. �-as 

lesões locais causadas pelo TMV em folhas de PhMeolUA vulgaJÚ6 L. va r. 

Pinto e a multiplicação do TMV nos cotilédones de Cuc.um..U .6� '•·•. �-

mentaram significativamente na presença de Al'ID. 

Quando -as folhas de feijão eram inJetâdas com ·AMD antes de 
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inoculação do TMV o diâmetro das lesões eram 2,5 vezes maior que os con

troles e em cotilédones de pepino; a concentração do vírus aumentou 4 ou 

11 vezes quando os cotilédones foram injetados com concentração de 5µg/ml 

ou 10 µg/ml respectivamente um dia após inoculação. 

NACHMANN � alii (1971) demonstraram que o tratamento com 

AMD em um cultivar de pepino resistente ao vírus do mosaico do pepino apr� 

sentaram uma concentração elevada de vírus. Estes autores supoem que o

antibiótico impediu a expressão de um mecanismo de repressão da multipli_ 

-

caçao viral comandada pela DNA do hospedeiro. MARROW et alii (1973) veri 

ficaram que o comportamento do vírus do mosaico do pepino em folhas de 

fumo não foi modificado pelo tratamento com AMD, dando indicação de ser 

independente dos mecanismos dirigidos pelo DNA hospedeiro e está provave_!. 

mente ligado a natureza deste vírus. 

O período de incubação dos tecidos foliares em AMD tem va

riado de 12 a 24 horas. Assim SMITH e SCHLEGEL (1964) incubam folhas de 

fumo em AMD durante 24 horas. Os mesmos autores em 1965 repetindo o mes-

mo experimento utilizaram 16 horas. LAFLÊCHE e BOVÉ (1968) incubaram 

BtLM�iQa QYÚnen,,ó� durante 16 j 30 horas; WOLANSKY e CHAMBERS (1971) utili

zaram 21 horas para NiQotia.na glu.tino�a. FACCIOLI e RUBIES-AUTONEL(1975) 

12 horas para Chenopocüwn amaJta.ntiQolo�. DE ZOETEN e SCHLEGEL (1967) in

cubaram em AMD durante 6,5 horas pontas de raízes de Vi,c,,lo. óaba e obtive 

ram uma notável inibição de síntese do RNA normal. 

O mecanismo de bloqueio causado pelo AMD não está bem es

clarecido mas hã boas indicações de que, pela complexação do inibidor com 

certos setores de DNA onde ocorre a desoxiguanidina poderia explicar gra� 
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de parte do seu efeito, 

A estrutura química da Actinomicina D é apresentada na Fi-

gura l, 

Figura 1 - Estrutura química da actinomicina D. Meval, metil valina; Sar, 

sarconina; pro, prolina, val, valina; Thr-treonina. 

E a justaposição entre AMD e desoxiguanos ina 

SOBELL e JAIN (1972) se daria da seguinte maneira: 

segundo 

1, Os anéis heterociclicos do resíduo guanina tornam-se p� 

ralelos aos anéis da fenoxazona do AMD e duas ligações 

de hidrogênio permite o ajuste especifico para a guani-

na, Sendo o grupo NH2 da posição 2 da guanina 

cial. 

essen-



.18. 

2. O residuo do açúcar (desoxirribose) da molécula da deso

xiguanosina se justapõe hidrofobicamente aos grupos is�

propÍlico dos resíduos de L me-tilvalina da cadeia oli

gopeptÍdica do AMD (Figura 2).

Pelo modelo estereoquímico proposto por JAIN e SOBELL(l972) 

a actinomicina D complexa-se eficientemente com os segmentos do DNA de 

dupla fita que contêm desoxiguanosina através de ligações de hidrogênio 

e outras ligações secundárias. Este complexo pela cobertura do AMD e al

teraçoes estruturais do DNA bloqueara a ação da polimerase ou transcript_! 

se. Esse mecanismo de bloqueio se assemelha ao mecanismo proposto para o 

bloqueio do operador genético pelas moléculas repressoras. 



Aneis· de fe

noxasona 

.1.9. 

Figura 2 - Ilustração da molécula de actinomicina. As duas linhas pon

tilhadas indicam ligações de hidrogênio conectando as cadeias 

penta peptÍdicas da actinomicina com as moléculas de desoxi

guanosina (Modelo de JAIN et SOBELL, 1972, modificado). 
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3.4. Caracteristicas do traçador 

O isótopo mais geralmente usado em auto-radiografia a 

vel de microscopia eletrônica e o tritio 
-

que e um emissor de 

beta negativo. Somente os emissores de partículas beta com baixa 

radiação 

ener-

gia são altamente ionizantes e apresentam um poder de penetração adequada 

para a alta resolução do trabalho. 

O tritio tem as seguintes características: número atômico 

igual a 1, massa atômica 3, meia vida 12 anos, radiação beta puro com uma 

energia de 0,017 a 0,019 MEV. 

As características dos isótopos mais interessantes para as 

auto-radiografias sao a meia vida física, atividade especifica e o .nível 

de energia. O tritio tem sido escolhido por apresentar meia vida longa 

conveniente para realização dos experimentos; atividade específica sufi

ciente para sensibilizar a emulsão fotográfica num período de tempo rela

tivamente curto; baixa energia que permite maior poder de resolução em 

auto-radiografia. 

Trabalhos realizados por PELC (1963) tem demonstrado que 

praticamente cada radiação do tritio afeta apenas um cristal de cloreto 

ou brometo de prata. Assim o tritio, segundo PEASE (1964), um radioisót� 

po especialmente adequado para sensibilizar os cristais de halogenetos de 

prata numa monocamada da emulsão colocada sobre o corte ultrafino, o que 

recomenda para trabalhos quantitativos. 

A U-S-3H quando incorporada metabólicamente no RNA, tor-
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na-lo=-ã marcado. Entretanto ,, quando a U=.5-3111 e utiliza,da metabolicamente 

na sintese do mu, o tritio que esta na posição 5 será deslocado para dar 

eatr&:l!a a um grupamnento líllieit:il e o mA assim f oll:llUl<JiliO não serã marcado. A 

Figura 3 ilustra a incorporação do U=5-3H JOl.«ll lLfflA e �o mM... 

Figura 3 = Ilustração da principal etapa de incorporação de U=5- 3H em 

RNA ou DNA. 
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3.5. locais de sintese do RNA de vlrus de planta 

Recentemente o interesse pelo mecanismo de síntese de 

rus em células de planta tem aumentado e numerosas tentativas têm sido 

feitas no sentido de identificar os locais de síntese intracelular do vi= 

rus. 

Os métodos de estudo para identificar locais são vã.rios, 

mas nesta tese pretendemos focalizar os resultados obtidos pelo método au 

to-radiográfico descrito adiante. Através dele quantidades mínimas de ma 

terial radioativo podem servir para localização de síntese de macromolecu 

las desde que sejam observados os requisitos estudados por CARO e VAN

TUBERGEN (1962). 

A quantidade de radioativfoade e sua localização são re

gistradas com precisão pelos grãos de prata da emulsão fotográfica. As me 

<lidas da quantidade de radioatividade podem ser obtidas pelas contagens 

do número de grãos de prata e os dados obtidos podem ser estatisticamente 

analisados segundo BLACKETT e PARRY (1973). 

Div . .crsos autores, nestes Últimos anos têm estudado o local 

de síntese de vírus através de histoauto=radiografia e microscopia eletr� 

nica, apÕs incorporação in vivo de uridina tritiada no RNA de célula de 

tecidos infectados. 

Os locais de síntese de RNA dos vírus variam de acordo com 

a planta hospedeira. e o vírus. O lugar no qual o RNA adquire a capa pro

téica para a partícula completa de vírus também é variável e diversas são 
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as teorias propostas pelos autores. 

SMITH e SCHLEGEL (1964) foram os primeiros a verificar a 

incorporação de uridina tritiada no núcleo e nucléolo de folha de fumo 

com mosaico comum (TMV) tratada com actinomicina D. Tal incorporação não 

foi encontrada em folha sadia tratada com AMD, sendo que as folhas 

tratadas, infectadas ou sadias, incorporaram mais uridina tritiada. 

Segundo SMITH e SCHLEGEL (1965) os RNA precursores 

nao 

estao 

localizados inicialmente no núcleo e nucléolo, de folhas de fumo infecta

das com vírus do mosaico comum do fumo (TMV) e é de particular importân

cia o fato que no sistema fumo infectado com TMV a marcação seguiu do nu-

cléolo para o citoplasma onde parte desta apareceu como inclusão do 

rus. Quando os experimentos foram feitos com raízes de Vlc.ia. óaba in

fectadas com "clover yellow mosaic vírus'' o período de incorporação foi 

menor e restringiu a incorporação do precursor radioativo quase que intei 

ramente no nucléolo. Tanto neste caso, como no TMV o traçador se translo 

cou do 1.1Úcleo para o citoplasma com o progresso da infecção. 

A possibilidade de uma relação entre a forma do vírus e 

seu local de síntese foi considerada por DE ZOETEN e SCHLEGEL (1967). Os 

autores realizaram estudos auto-radiográficos de incorporação de U-5- 3 H 

em plantas sadias e infectadas com vírus esférico: ubroad bean mottle ví

rus", "toma to spotted wil t vírus" e "toma to ringspot vírus'.' e alongados: 

"tobàcco mosaic vírus", "clover yellow mosaic vírus" e "sugar cane mosaic 

vírus". Nos sistemas vírus esféricos-hospedeira examinados observam-se 

incorporaçco do traçador na região citoplasmática. Havia pequena quanti

dade de incorporação no núcleo e praticamente nenhuma marcação no nucleo-
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lo ao passo que nos sistemas vírus alongados-hospedeira observaram incor

poração alta de U-5- 3H no nucléolo. 

LAFLECHE e BOVÊ (1968) verificaram que os locais de incor

poração d� U-5- 3H nas células de couve da China infectadas pelo vírus do 

mosaico amarelo do nabo e tratadas pelo AMD eram o nucléolo e bolsas cito 

plasmáticas situadas entre os cloroplastos. LAFLECHE e BOVÉ (1971}  e 

LAFLECHE � alii (1972) complementando o estudo anterior investigaram a 

cinética de incorporação de U-5- 3H e verificaram que o sistema plasti-

dial participa da replicação do RNA do "t�rnip yellow mosaic virus"(TYMV). 

Os resultados obtidos parecem mostrar que o RNA viral 

sintetizado no sistema externo da membrana plastidial e move=se,mais tar

de, para o citoplasma ou bolsa citoplasmática na forma de vírus completo. 

A interpretação dos autores para este fato é que a alta 

marcação das cavidades citoplasmáticas no interior dos poliplastos não 

a consequência da síntese do RNA viral naquela local, mas indica que es

tas cavi.ôades fazem papel de alçapão onde os RNAs marcados do TYMV podem 

ser acumulados em vez de serem liberados para o citoplasma. 

WOLANSKI e CHAMBERS (1971) estudando a síntese do RNA do 

"Lettuce necrotic yellow vírus" (LNYV} em tecidos foliares de Nic.o.ti..a.na.

gluünof.>a. L. verificaram que a Uridina - 5- 3H estava localizada no núcleo 

durante o início da infecção sugerindo. que o RNA viral é sintetizado e 

acumulado no núcleo e que a união de RNA com o núcleo-proteína toma lugar 

nos espaços perinucl.eares durante o 59 e 69 dia e no 79.dia avança para o 

citoplasma diminuindo portanto a radioatividade nuclear. Do 79 ao 109 dia 

aumentou a quantidade de vírus maduros no citoplasma. O mecanismo pelo 
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qual partículas de vírus incompletas adquirem seus envoltórios protéicos 

nos espaços perinucleares, é obscuro. Como os vírus completos estão pre

sentes nos espaços perinucleares é possível que partículas incompletas S!:_ 

jam envolvidas por membranas sintetizadas especialmente para este propÕs!_ 

to. Se for correta essa interpretação, os ribossomos associados com esp� 

çosperinucleares podem participar deste processo. 

BASSI e FAVAL! (1972) estudando síntese de u1maize rough 

dwarf virusn (MRDV) eni tumores de folha de milho, verificaram que a U-5-3H 

foi incorporada quase que exclusivamente no viroplasma contendo partícu

las, e11quanto nenhuma inco,rporação foi detectada nas regiões viroplasmâti:_ 

cas livres de partículas/de vírus e nas partículas de vírus maduros do ci 

toplasma. A fim de verificar se não somente a reunião mas também a repli_ 

cação de tal vírus também toma lugar no viroplasma, ou se o núcleo da cé-

lula hospedeira estâ envolvido no estágio inicial do processo, FAVAL! et 

alii (1974) fizeram um estudo auto-radiográfico com tumores de 

de folhas e tumores de raízes de milho verificando que as duas 

apresentaram os mesmos resultados. As regiões viroplasmãticas 

nervuras 

amostras 

contendo 

vírus incompletos estavam marcadas enquanto que nenhuma marcação foi veri 

ficado na maioria dos núcleos. As partículas de vírus completas vista 

-

fora do viroplasma apresentavam-se sempre sem marcaçao. Segundo os auto-

res o RNA do MRV é sintetizado no viroplasma e partículas são completadas 

nesse local para depois passarem vagarosamente para outras partes do cito 

plasma. 

FACIOLI e. AUTONEL, (1975) verificaram que em Chenopocüum 

amaJtan:tlc.oton infectada com "tobacco necrosis vírus" o núcleo, nucléolo e 
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observa-

çoes os autores sugerem que hã possibilidade das partículas de vírus for

madas primeiramente no núcleo migrarem para o citoplasma. Os autores dei

xam bem claro que os clorosplastos não estão envolvidos na síntese deste 

v1.rus. 

NOGUEIRA e SILVA (1976 e 1976a) no setor de microscopia 

eletrônica do CENA, obtiveram as primeiras indicações de que a síntese do 

RNA do VAP ocorria na região núcleo-nucléolo da célula de Nic..o.t-i..a.na taba

c..um L., enquanto o RNA "vírus do vira-cabeça" do tomateiro parecia se dar 

na região citoplasmática, conforme trabalho de NOGUEIRA et alii (1972). 

Como se pode verificar, diferentes organelas estao envolvi 

das na replicação dos vírus vegetais, tornando-se interessante o estudo 

dos locais de síntese com um grande número de vírus para que se possa ter' 

uma idéia mais completa do assunto. 
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4. MATERIAL E MtTODOS

4.1. Hospedeira utilizada 

No presente estudo, as plantas utilizadas foram as de fu 

mo, Nieoü.a.na ta.baeum L. var. Turkish NN, mantidas em estufas de 

do Centro de Energia Nuclear na Agricultura. 

vidro 

As plantas escolhidas para inoculação tinham altura de aprE_ 

ximadamente 15 cm e esta foi feita mecanicamente, friccionando=se com o 

inÕculo ,:,,s folhas novas previamente polvilhadas com carborundum. 

Plantas-controle sadias da mesma espécie e no mesmo estâ

gio de desenvolvimento também receberam o mesmo tratamento mecânico, sem 

o v1.rus.

O inÕculo consistiu de suco obtido pela trituração em al-

mofariz de porcelana, de folhas doentes da mesma espécie anteriormente 

inoculadas com o VAP tendo-se adicionado àquele suco, solução de tampao 

fosfato 0,2 M pH 7,2 com sulfito de sÕdio 0,01 M. 
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4.2. Preparo de espécime 

a) Amostragem

Foram retirados com auxílio de lâmina de barb�ar pequenos 

fragmentos de aproximadamente 1 x 2 mm das folhas de fUUJ.o sadias e com 

VAP. Escolheu=se folhas doentes novas com sintomas sistêmicos e folhas 

sadias também novas para servirem como controle, 

b) Pré-tratamento

Fragmentos foliares de fumo sadio e com VAP foram coloca

dos em solução aquosa de AMD (5 + AMD; VAP + AMD) com concentraçao de 

75 µg/ml durante 16 horas. Paralelamente. fragmentos foliares nas mesmas 

condições foram tratados durante o mesmo período de tempo, apenas com 

água bidestilada para servirem como controle (S + H20; VAP + H20). 

A seguir todas as peças foliares foram tratadas com 0,25ml 

de uma solução de uridina tritiada (atividade específica 29,2 curies/mmol), 

durante três intervalos de tempo, 3, 5 e 9 horas. Apôs estes intervalos 

as amostras foram lavadas três vezes com ta.nipão fosfato 0,15M pH 7,2 du-

o � 
rante 1 hora e mantidas a 4 C nesse periodo. 

e) Tratamento usual para microscopia eletrônica

1. Fixação - ApÕs as lavagens foi feita a fixação dos es-

pecimes com glutaraldeido 3% em tampão fosfato 0,05 M



o pH 7,2 durante 2 horas a 4 e.

2. Lavagens - Apôs fixadas 9 as amostras foram lavadas com

tampão fosfato 0,15 pH 7,2, quatro vezes durante 1 hora.

3. Pôs-fixação - O material foi pôs-fixado em solução de

tetrÕxido de osmio a 1% em tampão fosfato 0,15 M.

4. Lavagens - Decorrido o período de pÕs�fixação as amos

tras sofreram três lavagens com o tampao fosfato 0,15 M

pH 7,2 num total de trinta minutos.

5. Desidratação - As peças foram desidratadas em gradien

tes de concentrações crescentes de acetona: ãgua(30-50-

70-90-100%), permanecendo em cada etapa dez minutos.

A seguir foram submetidas a 3 banhos de vinte minutos 

cada um em acetona pura. 

6. Infiltração - A infiltração das peças com a resina Epon

912 (Luft 1961) obedeceu três etapas que representam

gradientes de resina em acetona conforme abaixo esquem!

tizado:

la. etapa: 50% resina + 50% acetona - 2 horas.

2a. etapa: 75% resina + 25% acetona - 2 horas.

3a. etapa: resina pura = 24 horas no refrigerador.
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7. Inclusão - As peças foliares foram colocadas em moldes

de borracha apropriados e preenchidos com resina a fim

de obter os blocos. Estes foram levados às estufas de

38, 45 e 60
°

c durante 8 horas, 16 horas e 24 horas, res

pectivam.ente.

4.3. Microtomia 

Os cortes semifinos e ultrafinos foram obtidos utilizan-

do-se um ultramicrótomo Porter-Blum modelo MT-1, do Setor de Microscopia 

Eletrônica do CENA. Em ambos os casos operou-se com navalhas de vidro de 

-

6 rmn de espessura; as secçoes semifinas de 0,5 micra foram transferidas 

para lâminas de vidro previamente limpas com detergentes e solução éter

-álcool. A posição dos cortes foi marcada com um círculo do lado oposto 

da lâmina e a preparação foi secada numa chapa quente (BIENZ, 1977). 

Os cortes ultrafinos, de espessura variável entre 60-90 mn 

foram colocados em grades de cobre de 200 mesh previamente cobertas com 

películas de colÕdio e carvão. 

4.4. Auto-radiografia 

a) Preparo do espécime para microscopia Õptica

As lâminas contendo os cortes semifinos foram cobertas com 

emulsão fotográfica Ilford L4 da seguinte forma: 2 ou 3 gotas de emulsão 
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liquefeita a 42°C e diluída 1:1 água, foram colocadas com auxilio de uma 

pipeta de Pasteur ao lado dos cortes e a seguir, com o auxilio da mesma 

pipeta espalhadas rapidamente sobre a preparaçao. Imediatamente apos a 

cobertura dos cortes as lâminas foram colocadas verticalmente em caixas 

pretas vedadas com fita isolante preta e mantidas a 4°c e amostradas du

rante 7 dias. A auto-radiografia para a microscopia 5ptica foi usada pa

ra estimar o período de exposição da auto-radiografia para a microscopia 

eletrônica, O tempo em dias necessários para se obter um número de grãos 

de prata adequado foi multiplicado por 10 para se obter o per!odo de exp� 

sição de auto-radiografia para microscopia eletrônica, 

b) Preparo do esp�cime para microscopia eletrõnica

Foi utilizado o método da alça, CARO e VAN TUBERGEN (1962) 

modificado por STEVENS (1966) para fazer a cobertura dos cortes ultrafi-

nos, 

As grades cobertas contendo os cortes ultrafinos foram fi

xadas no topo de pequenos bastonetes de vidro com auxílio de uma cola de 

borracha apropriada, Toda vidraria que teria contacto com a emulsão foto 

gráfica foi previamente limpa com solução fervente de 15% de H202 e en

tão lavada com uma boa quantidade de água bidestilada. A cobertura com 

emulsão foi então feita da seguinte forma: uma alça de aço de 12 nnn de 

diâmetro foi mergulhada na emulsão diluída 1:1 em agua bidestilada e man 

tida a 33°c, O excesso de emulsão foi retirada da alça com um papel 

absorvente. Esperou-se a gelatina solidificar e então uma monocamada de
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emulsão foi aplicada sobre os cortes colocando a alça sobre a grade. As 

grades cobertas foram mantidas a 4
°c numa atmosfera seca em ausência de 

luz durante 2 meses aproximadamente. 

4.5. Têcnicas fotogrãficas 

a) Para microscopia Õptica

As lâminas contendo os cortes semifinos foram colocadas em 

caixas de vidro apropriadas e a seguir foram cobertas com o revelador 

' o -
Dektol da :Kodak a 22 C durante quatro minutos. Apos esse processamento 

a solução foi descartada e então foi usado o fixador comercial durante 5 
. 

o 
minutos, a 22 e.

Após fixação as lâminas foram lavadas com ãgua corrente 

mesma temperatura e depois repassadas em ãgua destilada e colocadas para 

secagem a 37°c. 

Apôs revelação e fixação, os cortes semifinos foram cora

dos com azul de metileno. Gotas de corante foram colocadas sobre os cor

tes na lâmina e aquecidas durante 1 minuto; apôs esse tempo as lâminas fo 

� - o rain. lavadas com agua corrente e postas para secagem a temper.atura de 37 C. 

b) Para microscopia eletrônica

Revelação - As grades contendo os cortes foram colocados 
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em contacto com o revelador Microdol X da Kodak durante 5 minutos, a 

Apôs uma lavagem de poucos segundos as grades contendo os 

cortes foram colocadas no fixador tiossulfato de sódio 3% em água a 22°
c, 

durante 2 minutos e 45 segundos. Apôs fixação seguiu-se o seguinte esqu� 

ma de tratamento: 

- 3
-

lavagens de 10 minutos com agua bidestilada. 

- 1 lavagem com ãgua bidestilada durante 30 minutos com tem-

t 1 d 37ºc.peratura con ro a a a 

- l lavagem com ácido acético 4% em agua a 37°c.

- 3 lavagens de 5 minutos cada com água bidestilada a tempe

ratura ambiente.

Apôs a remoçãc da gelatina pela técnica anterior os cortes 

foram coloridos com acetato de uranila 2,5% em agua durante 6 minutos, 

lavados 60 vezes com ãgua bidestilada, e coloridos com citrato de chumbo, 

segundo REINOLDS (1962), durante 4 minutos e novamente lavados com 

bidestilada. 

agua 

Microscopia eletrônica - Os cortes foram examinados com o 

microscópio eletrônico Elmiskop IA da Siemens operando a 80.000 volts, 

As fotomicrografias em negativo foram obtidas utilizan-

do-se no aparelho chapas fotográficas tipo Projetor Slide Plates da Kodak 

de 6,5 x 9 cm. 



4.6. Determinação das areas celulares e seus componentes e 

quantitativas dos grãos de prata 
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anãlises 

1. Foram preparados diversos quadrados em plásticos trans

parente subdivididos em quadrados unitários, cujos la-

dos correspondiam a 0,3 µ das eletrofotomicrografias

obtidas com diversos aumentos. Estes quadrados foram

utilizados para as medidas das areas das células e seus

componentes bem como para amostragem do número de grãos

de prata reduzida.

2. O numero de quadrados contidos nas células ou nas erga

nelas foi multiplicado por 0,09 µ 2
, 

- ~ 

3. A fim de proceder a contagem do numero de graos de pra-

ta os quadrados foram colocados sobre a eletrofotomi-

crografias contando-se os grãos de prata reduzida coin

cidentes com os pontos de cruzamento.

4º Anotou-se o numero de grãos de prata para os diversos 

componentes celulares. de cada tratamento e obteve-se o 

número media por componente, 

5. Foram feitas medidas de áreas de secções de setenta cé

lulas correspondentes aos tratamentos S + H20, S + AMD,

VAP + H20 e VAP + AMO. Destas, quarenta foram tomadas



.35. 

ao acaso sendo dez para cada um dos quatro tratamentos. 

Em seguida esses dados foram submetidos ao teste F para 

verificar o efeito dos tratamentos sobre as áreas celu

lares, 

6, Posteriormente obteve-se a área representativa de todas 

as células, calculando-se a média daquelas quarenta cé

lulas, 

7, Para determinar as áreas medias das organelas, seis cé

lulas de cada tratamento foram tomadas ao acaso, e as 

-

areas de suas respectivas organelas foram medidas, A se 

guir aplicou-se o teste F, com a finalidade de anali

sar o efeito dos tratamentos sobre a área das organe

las, A média das áreas das organelas dos quatro trata

mentos foi tomada como representativa .dessas organelas. 

8, O numero médio de mitocôndrios e cloroplastos por célu

la representa a média dessas organelas em cincoenta cê-

lulas 

9º O número médio de 
~ 

graos de prata existente em cada or-

ganela dividido pelas suas respectivas áreas medias for 

neceu o número médio de grãos de prata por unidade de 

area (densidade). 
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5. RESULTADOS

A análise estatística das fotomicrografias das áreas das 

secções das células dos quatro tratamentos mostrou não haver 

significativa pelo teste F, a nível de 1% de probabilidade. 

diferença 

Assim, independente dos tratamentos, foi obtida a media 

das áreas de secções de quarenta células escolhidas ao acaso 

considerada como representativa das áreas celulares, 

(Tabela 1) 
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Tabela 1 - Análise do efeito dos tratamentos sobre as áreas das 

foliares de fumo sadio (S) e doente (VAP) pelo teste F. 

células 

Área das células (em µ 2 ) 

s + H20 s + AMD VAP + H20 VAP + AMD 

22,01 25,40 26,14 20,88 

24,43 34,88 26,94 28,30 

25,36 59,73 38, 11 30,19 

49,44 66,89 42,73 35,85 

67,65 238, 9'9 59,15 50,05 

83,84 242,14 86,79 87,42 

172, 95 488,05 91,19 96,33 

350,18 544,65 224,53 122,64 

472,30 551,57 276,42 231,49 

599,80 572,95 365,41 349,06 

Soma total = 6.982,83 

Media = 174,57 

Teste F = 2,04 nao significativo a 1% de probabilidade. 

As medias das âreas das organelas de seis células de cada 

tratamento tomadas ao acaso e os respectivos testes F se encontram na Ta

bela 2. Não tendo sido encontrada diferença estatística a nível de 1%, 

admitiu-se que a média das áreas era representativa de cada organela para 

todos os tratamentos. 
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Tabela 2 - Analise do efeito dos tratamentos sobre as áreas medias das or 

ganelas das células foliares de fumo pelo teste F. 

Tratamento Núcleo Nucléolo MitocÔndrio Cloroplasto 
área (µ 2 ) ãrea(µ2 ) ârea (µ2 ) ârea (µ 2 ) 

8,70 2,84 0,31 6,30 

6,39 3,28 0,42 3,40 

S + H20 19,58 3,23 0,36 1,40 

25,32 3,55 0,39 4,64 

17,83 4,73 o, 72 5,86 

5,36 2,57 0,40 7,68 

30,01 0,68 0,63 2,56 

24,65 5,22 0,34 7,79 

S + AMD 3,99 3,58 0,53 6,83 

7,44 2,45 0,19 7,58 

14,17 4,23 0,31 7,80 

12,37 4,64 0,32 5,94 

22,01 2,03 0,60 2,76 

33,63 2,32 0,59 6,07 

VAI'+ H20 18, 92 1,58 0,38 4,55 

10,32 1,73 0,22 4,73 

31,31 7,25 0,31 2,13 

24,47 0,87 0,66 7,14 

17,20 º· 77 0,24 6,08 

14 1 69 0,80 0,22 5,75 

VAI'+ AMD 16,SO 6,63 0,36 5,33 

14,96 3 ,11 0,46 5,56 

11,37 4,64 0,31 5,65 

17,69 4,95 0,28 3,70 

Tot:11 409,18 77 ,68 9,55 127,23 
Me, ia 17,05 3,24 0,40 5,30 
Teste F 1,83 ns 0,28 ns 1,16 ns 1,17 ns 
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O número médio de mitocôndrias e cloroplastos encontrado 

por célula foi 5,5 e 9,16, respectivamente. 

Na Tabela 3 encontram-se os resultados das áreas medias de 

cada organela, número médio de organela por célula e área total da célula 

e organelas. 

Tabela 3 - Ãreas e quantidade de organelas da célula foliar padrão de Ni

eo:tiana tabaewn L. var. Turkish NN. 

célula e seus 
constituintes 

célula 

Nucléolo 

Núcleo + Nucléolo 

Núcleo 

Citoplasma.�_/ 

Mitocôndria 

Cloroplasta 

Ãrea media 
(µ2 ) 

174,57 

3,24 

17,05 

13 ,81 

124, 71

0,40 

5,30 

N9 médio de or
ganelas/celula 

1,00 

1,00 

1,00 

1,00 

9,16 

5,50 

Ãrea total da 
célula e orga 

nelas (µ 2 )-

174,57 

3,24 

17 ,os

13,81 

124, 71

3,66 

29,15 

�/Na categoria de citoplasma foram incluídas as demais organelas. 

As contagens dos grãos de pra.ta de aproximadamente 3.200 

est1.utura.s celulares dos quatro tratamentos, nos t·rês períodos de incuba

ção com U-S- 3H assim como o número de grãos de pra.ta por estrutura estao 

nas Ta.belas 4, 5 e 6. 
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Tabela 4 - Medias das contagens dos grãos de prata em células foliares de 
de fumo tratadas com uridina tritiada durante 3 horas. 

Tratamento Medias dos grãos de prata por organelas Número de or-

Núcleo Nucleo- Cloro- Mitocôn- Cito- ganelas exa-
lo plasto drio_,. plasma minadas 

Sadio com H20 55,32 21,08 2,21 0 :;,49 9,45 330 
Sadio com AMO 6,99 0,33 0,28 0,10 1,04 72 

VAP com H20 73,27 20,30 2 :;, 06 0,58 4,68 224 
VAP com AMD 12,75 0,50 0,12 0,13 1,00 58 

Tabela 5 - Medias das contagens dos grãos de prata em células foliares de 
fumo tratadas com uridina tritiada durante 5 horas. 

Medias dos graos de prata por organelas Número de or-
Tratamento Nucleo- Cloro- Mitocôn- Cito- ganelas exa-

Núcleo lo plasto drio plasma minadas 

Sadio com H20 25,63 28,81 1,85 0,21 8,06 360 
Sadio com AMD 0,33 0,00 0,13 0,00 0,09 441 
VAP com H20 30,65 12, 11 1,67 0,04 4,48 666 
VAP com AMD 14,88 6,22 1,32 0,20 3,37 524 

Tabela 6 - Medias das contagens dos de prata em células foliares de graos 
fumo tratada com uridina tritiada durante 9 horas. 

Medias dos grãos de Erata por organelas Número de or-
Tratamento Nucleo- Cloro;.. Mitocôn- Cito- ganelas exa-

Núcleo lo Elasto drio plasma minadas 

Sadio com H20 19,47 25,54 1,87 0,05 4,63 160 
Sadio com AMD 1,70 0 1) 10 0,23 0,00 0,40 124 
VAP com H20 19,62 11,25 0,68 0,12 3,16 145 
VAP com AMD 12,58 2,25 O, 77 0,15 2,50 92 
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O número médio de grãos de prata por unidade de área (den

sidade) para os quatro tratamentos nos três períodos de incubação com 

U-5- 3H, encontram-se nas Tabelas 7, 8 e 9,

Tabela 7 - Número médio d·e grãos de prata por unidade de área das organe

las de células foliares de fumo tratadas com uridina tritiada 

durante 3 horas, 

Media dos 
~ 

de prata/µ2 graos 

Tratamento 
Cloro- Mitocôn-

Núcleo Nucléolo 
plasto drio 

Citoplasma 

Sadio com H20 4,oo· 6,51 0,42 1,22 0,07 

Sadio com AMD 0,51 0,10 0,05 0,25 0,00 

VAP com H20 5,30 6,26 0,39 1,45 0,04 

VAP com AMD 0,92 0,15 0;02 0,32 0,00 

Tabela 8 - Número médio de grãos de prata por unidade de área das organe-

las de células foliares de fumo tratadas com uridina tritiada 

durante 5 horas, 

Média dos grãos de prata/µ2 

Tratamento 
Núcleo Nucléolo 

Cloro- Mitocon- Citoplasma 
plasto drio 

Sadio com H20 1,85 8,89 0,35 0,52 0,06 

Sadio com AMD 0,02 0,00 0,02 0,01 O, 72 x 10
- 3 

VAP com H20 2,22 3,74 0,31 1,00 0,03 

VAP com AMD 1,08 1,92 0,25 0,50 0,03 
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Tabela 9 - Número media de grãos de prata por unidade de area das organe
las de células .foliares de fumo tratadas com uridina tritiada 
durante 9 horas. 

Média dos grãos de prata/µ 2 

Tratamento 
Núcleo Nucléolo 

Cloro
plasta 

Mitocôn
dria 

Citoplasma 

Sadio com H20 
Sadio com AMD 
VAP com H20 
VAP com AMD 

1,41 
0,12 
1,42 
0,91 

7,88 
0,05 
3,47 
0,69 

0,35 
0,04 
0,13 
0,14 

0,10 
0,01 
0,30 
0,37 

0,04 
0,30 X 10-2 

0,02 
0,02 

A Figura 4 foi construída com a soma dos valores. das den

sidades de todas as organelas para os tratamentos S + H20 e 

durante 3, 5 e 9 horas de incubação com U-5- 3H. 
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PERÍODO DE TRATAMENTO COM U-5- 3H (HORAS} 

Figura 4 - Curvas das densidades de grãos de prata obtidas em fotomicro
grafias de células de fumo sadias (S) e afetadas pelo VAP (D) 
pre-tradadas com água (16 horas) e U-5- 3 H (3, 5 e 9 horas). 
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A Figura 5 foi construida de maneira semelhante à figura a� 

terior para estudar a síntese de RNA das células sadias (S) e afetadas P!::. 

lo VAP (D) tratadas com AMD. 

/ ' / ' 
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PERÍODO DE TRATAMENTO COM U-5-�H (HORAS) 

Figura 5 - Curvas das densidades dos grãos de prata obtidas em fotomicro

grafias de células de fumo sadias e afetadas pelo VAP, pré-tra 

tadas com AMD (16 horas) e U-5- 3H (3, 5 e 9 horas). 
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Para se poder examinar a síntese de RNA no núcleo, nucléo

lo e citoplasma com maior detalhe 9foram construidas as Figuras 6 e 7 com 

os valores das densidades (Tabelas 7, 8 e 9) das organelas referentes as 

células sadias e doentes, tratadas com AMD. A fim de simplificar a anãl_i 

se foram colocados na categoria de citoplasma os valores das 

encontradas no citoplasma, nos cloroplastos e mitocôndrias. 

!, 

densidades 

figura 6 - Curvas das densidades dos grãos de prata do núcleo (N), nucleo 

lo (Nc) e citoplasma (C) obtidas em fotomicrografias de tecido 

foliar de fumo sadio pre-tratado com AMD (16 horas) e U-5-3H

(3, 5 e 9 horas). 



Figura 7 -

/ 

I 
/ 

/ 

I 

1 /
/ 

;./ 

r
i 

____ N 
---

--

-------

J 5 9 

PERÍODO DE T/fM.TIUAENro COM U-5-�H {HORAS} 

.45. 

Curvas das densidades dos grãos de prata do núcleo (N), nucléo 
lo (Nc) e citoplasma (C) obtidas em fotomicrografias de célu-:: 

las foliares de fumo afetadas pelo VAP pré-tratadas com AMD 
(16 horas) e U-S- 3H (3, 5 e 9 horas). 

A fim de evitar o efeito dos eventuais grãos de prata das 

células sadias tratadas com AMD nas contagens dos grãos de prata do RNA 

viral do núcleo� nucléolo e citoplasma foi construida a Figura 8 com as 

devidas correções. Os valores utilizados para construção da Figura 8 re

presentam a diferença entre os obtidos nas organelas de células afetadas 

pelo VAP (VAP + H20) e os das respectivas organelas de células sadias tra 

tadas com AMO (S + AMO). 



/ 
/ 

/ 

/ 

/ 
/ 

/ 

/ 

,--_ N 

/ -----
/ --

/ r--. e 
. -----

/ 

/ ---------

./ 

o ���:.::::=�----------
3 5 

PERÍODO DE TRATAMENTO 
s 

cou u-s .. 3H fHORASJ 

.46. 

Figura 8 - Curvas das densidades dos grãos de prata de fotomicrografias 
do núcleo (N), nucléolo (Nc) e citoplasma (C) de células fo
liares de fumo afetadas pelo VAP, corrigidas com os valores 
correspondentes das organelas das células sadias pré-tratadas 
com AMD (16 horas) e U-5- 3H (3, 5 e 9 horas), 

A Figura 9 mostra as porcentagens de grãos do núcleo, nu

cléolo e citoplasma em relação ao número total dos graos das células tra

tadas e controle, O histograma foi construído com dados da Tabela 5. 
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CITOPLASlilA 

Figura 9 - Histograma mostrando as porcentagens dos grãos de prata do nú
cleo (N), nucléolo (Nc) e citoplasma (C) em relação ao número 
total de grãos da célula para cada tratamento (Porcentagens 
obtidas com os dados da Tabela 5). 

Nas Figuras 10, 11 e 12 encontram-se eletrofotomicrografias 

ilustrando a associação das partículas com o mitocôndria e eletrofotomicro 

grafias representativas da densidade de grãos de prata em células folia-

res de fumo submetidas aos tratamentos S + H20, S + AMD, e 

VAP + AMD. 



· Figura 10 - Dois aspectos da associação das partículas de vírus do anel
1 

do pimentão com mitocôndrias de células de folha de fumo. Cha 

ve para abreviações das Figuras 10 a 12: M- Mitocôndria; V -V.i 

rus; N - Núcleo; Nc - Nucléolo; Cl - Cloroplasta; gp - grãos de 

prata. 
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Figura 11 - Grãos de prata obtidos no tratamento de cêlula sadia de folha 

de fumo prê-tratada com agua (A) ou actinomicina D(B) durante 

16 horas e uridina tritiada durante 5 horas. 
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Figura 12 - Grãos de prata obtidos no tratamento de célula de folha de fu 

mo afetada pelo vírus do anel do pimentão pré-tratada com água 

(C) ou actinomicina D (D) durante 16 horas e uridina - 5- 3H du

rante 5 horas. 
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6. DISCUSSÃO

As pesquisas no sentido de conhecer o local e a forma de 

replicação do RNA dos vírus utilizando marcação com radioisótopos são re 

lativamente recentes. Por esse motivo menos do que uma dezena de v1.rus 

de planta tem o seu mecanismo de replicação conhecido. Ao que parece os 

trabalhos dentro desse campo ate agora assinalaram cerca de cinco locais 

intracelulares de síntese de RNA de vírus de planta, 

Na presente tese foi investigado o sítio de multiplicação 

do RNA do VAP através da associação de técnicas auto-radiogrâficas e mi

croscopia eletrônicr., com o propósito de contribuir para o conhecimento 

dos locais de síntese de RNA dos vírus de planta. Ao que tudo indica es

ses conhecimentos tornam-se extremamente interessantes para estudos de n� 

tureza bioquímica relacionados com o sistema de enzimas envolvido no pr� 

cesso de síntese viral e possivelmente um enfoque mais racional de contra 

le desses agentes patogênicos. 

Com respeito aos resultados, o principio adotado foi o de 

correlação entre o número de grãos de prata e a concentraçao de 
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nas moléculas dos RNAs das células estudadas, principio esse admitido de 

de uma maneira geral pelos pesquisadores que trabalham com essas 

cas. 

técni-

Para a quantificação foi escolhido o método direto de con

tagens dos grãos de prata por unidade de área após um levantamento prévio 

das áreas das células, e das organelas de material sadio e doente, trata

do ou não com AMO e posteriormente incubado com U-5- 3H durante 3, 5 e 9 

horas. 

Os valores das áreas das células e seus componentes foram 

submetidos a teste estatístico F para verificar possíveis influências dos 

tratamentos sobre as áreas encontradas. Não tendo sido observado diferen 

ças significativas entre os valores das áreas analisadas estatisticamente 

a nível de 1% de probabilidade, admitiu-se que as áreas medias das célu

las e seus constituintes podiam ser tomadas como representativas para a 

determinação da densidade de grãos de prata. 

As medias das contagens dos grãos de prata por célula in

dicam que de uma maneira geral a inibição do AMO sobre a síntese dos RNAs 

da célula hospedeira é bastante pronunciada das nossas condições experi

mentais e que seu maior efeito é detectado quando as células são incuba

das com U-5- 3H durante 5 horas. 

Com a finalidade de se fazer comparações mais precisas, fo 

ram calculadas as densidades de grãos de prata[çontendo as medias dos 

grãos de prata por µ2 (densidade)]para os constituintes celulares e atra

vés do exame das mesmas pode-se notar que os sítios celulares com densida 

des de grãos mais elevados são o núcleo e o nucléolo. As densidades dos 
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grãos nos mitocÔndrios d.as cêlulas doentes, parecem menos expressivas e 

refletem, em geral, o teor de grãos existentes no núcleo e nucléolo. 

Focalizando assim apenas as densidades dos grãos no núcleo 

e nucléolo das cêlulas doentes observa-se que as mesmas tem uma tendência 

comum de diminuir com o período de 3, 5 e 9 horas de incubação em U-5- 3H 

na ausência de AMD. Contudo sob ação da AMD, pode-se notar que enquanto 

as variações das densidades no núcleo das cêlulas com VAP ê relativamente 

constante nos três períodos de incubação, as densidades do nucléolo apre

sentam um máximo no período de 5 horas. Neste período de incubação ê po� 

sível que o suprimento do.substrato para a replicase do VAP ou a ativida

de da replicase ou ambos, sejam maiores. 

Estes resultados sugerem que os RNAs do VAP encontram no 

nucléolo o seu provável local de biossíntese, aspecto esse em que diferem 

dos RNAs do "broad bean mottle vírus" DE ZOETEN e SCHLEGEL(l967); "turnip 

yellow mosaic virustu LAFLECHE e BOVÉ (1971); "1ettuce necrotic yellow vi

rus'v WOLANSK e CHl�!I.1.J.:RS (1971); "maize rough dwarf virus'v FAVAL! et alii 

(1973) que se multiplicam no citoplasma, membra.na plastidial, núcleo e 

viroplasma, respectivamente. É interessante lembrar que o RNA do "tobacco 

mosaic virusvv SMITH e SCHLEGEL (1964) e (1965) e o "clover yellow mosaic vi 

rus" SMITH e SCHLEGEL (1965) e DE ZOETEN e SCHLEGEL (1967) se replicam 

também no nucléolo. 

Do outro lado esses resultados vêm ressaltar a eficiência 

do AMD aplicado nas concentraçoes e condições dos experimentos levados a 

efeito nesta tese. Especialmente no intervalo de 5 horas pôs-tratamento 

com AMD, o bloqueio de síntese de RNAs normais parece próximo de 100%. 
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Das indicações encontradas na literatura acredita-se que a 

AMD ê um antibiÕtico que pela sua configuração espacial e distribuição de 

cargas se ajusta com os segmentos do DNA que contêm desoxiguanina. Os 

aneis de fenoxasona do AMD parecem se dispor paralelamente aos aneis pla

nares do mencionado desoxinucleotÍdeo e as forças complementares que man

têm fixo o AMD no DNA são principalmente as pontes de hidrogênio. 

Nest;as condições a polimerase dependente do DNA nao pode 

exercer sua atividade de produzir ácidos nucléicos pela polimerização de 

nucleotideôs. TAMAOKI e MUELLER (1962); MERITS (1963). 

O principio seletivo da AMD se deve ao fato que enquanto 

a AMO agé pelo bloqueio da,s polimerases da célula hospedeira não afeta di 

retamente a replicase do ácido nuclêico viral por não encontrar condições 

de a.juste molecular como no DNA. 

É interessante lembrar que dependendo das condições, a AMD 

podê atuar indiretamente sobre a atividade das replicases, pois o RNA me� 

sageiró pode ser um dos fatores para a redução de síntese de 

provocando distúrbios que favorecem mais o catabolismo que o 

celular. 

proteínas, 

anabolismo 

SOBELL e JAIN (1972) tecendo comentários sobre o efeito res 

salta a semelhança entre a ação do AMD e os inibidores regulatôrios dos 

procariotas que, :pelo acoplamento sobre uma região do DNA, podem contro

lar a síntese de uma cadeia de genes adjacentes ou não. 

Embora a eficiência de bloqueio da AMO tenha sido constat� 

da em altas porcentagens. para outros vírus, segundo SANGER e KNIGHT(l963); 
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SMITH e SCHLEGEL (1964) e (1965); LAFLECHE e BOVÊ (1968) e (1971); 

WOLANSKI e CHAMBERS (1971); FACIOLI e RUBIES-AUTONEL (1975), jâ tem sido 

observadas porcentagens mais modestas explicadas de diversas maneiras mas 

que em. parte pode ser devido ã capacidade da célula em produzir compos

tos complexantes com o antibiótico e atê mesmo destruição ou desnaturação 

da molécula do AMD. 

Pode-se entao observar pelas tabelas 7, 8 e 9 que o perío

do de 5 horas com U-S- 3H foi que revelou maior inibição para o tratamento 

"sadio com. água" e maiores valores para o tratamento 11VAP com AMD" .  Por 

esse motivo os dados do experimento com 5 horas de tratamento com. U-5- 3H 

foram considerados os mais representativos. 

Para observar o comportamento da incorporação de U-S-3H 

pelas células de tecidos sadios e doentes pré-tratados em âgua nos perio

dos de 3, 5 e 9 horas foram projetadas em coordenadas cartesianas as den

sidades dos grãos daquelas células somando-se as densidades das organelas 

versus os tempos de tratamento. Os dados da figura 4 parecem indicar que 

a célula doente incorporou U-S- 3H com maior velocidade no período inicial. 

Nos períodos seguintes a densidade parece sofrer redução em relação ã sa

dia. Essa situação no entanto nao estâ bem esclarecida e sô um teste es

tatístico com um número razoável de repetições poderia tornar mais segura 

a afirmação de que hã uma diferença real na incorporação de U-5-3H pelas 

células sadias e doentes. 

O curso dos processos de incorporação de U-5�3H durante 3, 

5 e 9 horas pelas células sadias e doentes (Figura 5) submetidas a trata

mento com AMID parece indicar um.a defasagem entre elas que pode estar re-
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fletindo diferenças entre a permeabilidade celular ao AMD observada por 

LAFL�CHE e BOVÉ (1968). Contudo a densidade de graos nos trata mentos 

VAP + AMD, embora menor que a do tratamento VAP + H20 mostra que a incor

poração de U-5- 3H no âcido nucléico do VAP é bem maior do que nos ácidos 

nucléicos da célula sadia igualmente tratada. Esses resultados sugeri-

ram um exame mais pormenorizado das densidades do núcleo, citoplasma e nu 

cléolo tanto da célula sadia como da doente pré-tratada com AMD. 

A Figura 6 revela que em 3 horas de incorporação de U-5- 3H 

quando ocorre um máximo de densidades para as três organelas, o número de 

grãos/µ 2 do nucléolo é bem menor que o do núcleo e mesmo que o do citopla� 

ma. No período de 5 horas de incorporação as densidades dessas organe

las são extremamente baixas tendo o nucléolo um valor nulo. 

O padrão das curvas da Figura 7 para as densidades de 

grãos das organelas de células doentes pré-tratadas com AMD já se apreseE_ 

ta diferente não só com relação a magnitude das densidades como com res

peito a uma incorporação maior no nucléolo, seguida pela do núcleo e cito 

plasma. É interessante observar que a curva de incorporação de U-5- 3H no 

núcleo apresenta um comportamento aparentemente diferente no período de 

3 horas. 

Contudo, para aliviar os possíveis efeitos de 

ção de U-5- 3H expÚrias em outros tipos de ácidos nucléicos foi 

incorpora-

decidido 

corrigir as densidades do núcleo, nucléolo e citoplasma através da subtra 

ção das densidades correspondentes encontradas para a célula sadia trata

da com AMD e construir a Figura 8. 
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Com esse expediente pode-se observar que a curva do núcleo 

se apresenta com padrão semelhante as do nucléolo e citoplasma embora com 

densidades de grãos maior que as do citoplasma e menor que as do nucléolo. 

Durante o curso dos experimentos nos três períodos de in

cubação com U-5-3H notou-se que o período de 5 horas era o que dava maior

número de grãos de prata por organelas e a maior inibição de incorporação 

Por esse motivo maior número de repetições foi feito nes

se período a fim de que se pudesse obter densidades de grãos de prata mais 

representativas, visando assim um melhor critério de descriminação da or

ganela responsável pela sintese de âcido nucléico viral. 

Isto posto, foi construido com os dados do período de 5 h� 

ras de incubação com U-5-3H um histograma com as porcentagens dos graos

de prata do núcleo, nucléolo e citoplasma em relação ao número total de 

grãos da célula para cada tratamento. Os resultados deste histograma mos 

tram que o nucléolo das células afetadas pelo VAP e inibidas pela AMD foi 

a estrutura subcelular que apresentou maior densidade com relação ao n� 

cléolo da célula sadia submetida ao mesmo tratamento. As outras organe

las a julgar pelo número de grãos não incorporaram mais U-5-3H que as cé

lulas sadias parecendo indicar que os grãos encontrados nelas deveriam ter 

se translocado a partir do nucléolo ao longo do processo de síntese do 

âcido nucléico do VAP naquela organela. Exceção a essa regra parece 

ocorrer entre VAP + H20 e S + H20 que serviram corno controle. 

Nao tendo sido encontrad�pelo método usado nesta tese 1n-
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dicações de biossíntese de ácido nucléico em outra estrutura subcelular 

parece razoável admitir que os ácidos nucléicos da partícula pequena(55nm) 

e grande (200 nm) podem ser sintetizados no nucléolo. Esta hipótese que 

precisaria ser melhor esclarecida é sugerida pelo fato de que em recen

tes observações ao microscópio eletrônico, têm sido encontradas as partí

culas pequenas do sistema VAP em células do mesÔfilo de folha de fumo in-

fectada por esse vírus. 

Com finalidade de ilustrar os resultados obtidos ao micros 

copio eletrônico, apresentamos a Figura 10 mostrando a associação VAP -mi 

tocÔndrio, 

Na Figura 11 (A) foi apresentada auto-radiografia de um 

setor da célula sadia sem inibidor {AMO) podendo-se notar que os grãos de 

prata se concentram no nucléolo, local de síntese d_e RNA normal, 

Na Figura 11 (B) foi apresentado um exemplo em que apos di 

versas tentativas pôde-se encontrar grãos de prata no núcleo de uma célu

la sadia inibida com AMD. Essa dificuldade de se encontrar grãos de pra

ta em células sadias tratadas com AMD reflete a eficiência do antibiótico 

em questao em bloquear a síntese dos RNAs normais. 

A Figura 12 {C) mostra uma auto-radiografia de uma 

afetada pelo VAP que não tendo sido pré-tratada com AMD apresenta 

vel densidade de grãos, especialmente sobre o nucléolo. 

célula 

razoa-

Não tendo o poder inibitório do AMD, esta célula devia es-

tar sintetizando ácidos nucléicos normais e ácido nucléico viral. 

observações feitas em secções de material deste tratamento no 

Pelas 

período 
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de 5 horas eru contraposição com as secções de igual tratamento no per10-

do de 3 horas parece razoável acreditar que tenha havido translocação de 

âcido nucleico viral do nucléolo para os mitocôndrias num intervalo de 

tempo maior que 3 horas. 

Em cortes do tratamento VAP + AMD no período de 5 horas 

foram encontrados nos mitocôndrias associados com partículas de VAP uma 

densidade de grãos de prata da ordem de 0,5 contra uma densidade de 0,01 

dos mitocôndrias do tratamento sadio + AMO (Tabela 8). Supondo que o AMD 

ê capaz de reduzir a incorporação de U-S- 3H em ãcido nucléico mitocon-

drial de célula afetada pelo VAP, nas mesmas proporções é razoável acre

ditar que a maior parte <los graos sobre os mitocôndrias do VAP + AMD ê de 

vida ao ãcido nucléico do vírus e não do mitocôndria, que teria 

o nucléolo e chegado ao mitocôndrio apôs 5 horas ou pouco menos.

deixado 

~ 

A Figura 12 (O) ilustra a ocorrencia de graos de prata so-

bre o nucléolo de uma cêlula afetada pelo VAP e sob açao da AMD que de

ve ter bloqueado a síntese dos RNAs normais mas nao a do RNA do VAP. 
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l. O efeito dos tratamentos utilizados sobre as áreas me-

dias das secções das células foliares e as áreas medias

de seus constituintes não apresentam diferença estatís

tica significativa a nivel de 1% de probabilidade.

2. A densidade dos grãos de prata da célula afetada pelo 

VAP e tratada com água indica que a síntese de RNA so

fre uma reduçào no periodo de 1 a 5 horas de- incubação 

,.:om U-S- 3H e que a taxa de redução no período de 5 a 9 

horas é semelhante entre celula doente e sadia. 

3. O tratamento dos tecidos foliares sadios e doentes

AMD revelou que a ação do antibiótico foi seletiva 

sentido de inibir a polímerase dependente do DNA e 

com 

no 

nao 

a replicase do RNA viral, permitindo acompanhar com me

lhor aproxirnaçao o curso da bio�sintese do RNA do VAP. 



.61. 

4. O estudo do comportamento individual de três regiões da

célula sadia ao tratamento com AMD, mostrou, pela comp!.

ração dos números de grãos de prata por unidade de ârea,

que a atividade de síntese do RNA no nucléolo foi a mais 

inibida pelo antibiótico, seguindo-se a do 

e a do núcleo,

citoplasma

5. As densidades dos grãos de prata das organelas da célu

la afetada tratata com AMD e corrigidas com respeito às

densidades da célula sadia inibida com AMO, mostraram

que o cu'rso. da biossíntese do ácido nucléico no núcleo

(ex�luindo o nucléolo) e no citoplasma, ê bastante se

melhante, diferindo do processo biossintêtico do RNA

no nucléolo,

6. Examinando as taxas de síntese do RNA da célula afetada

pelo VAP tratada com AMD e corrigida com os respecti-

vos valores da célula sadia nas mesmas condições e 

periodo de 3 a 5 horas, observou-se que a taxa de 

tese no nucléolo é aproximadamente três vezes a do 

toplasma e a do núcleo sem nucléolo. 

no 

4 s1.n-

ci-

4 7. Os dados da tese sugerem que embora alguma s1.ntese do

RNA ou ácidos nucléicos devidos a presença do VAP pos-

sa ocorrer no núcleo da célula infectada, o nucléolo

é o local principal da biossíntese do RNA do VAP.
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8. As auto-radiografias revelaram também que a transloca

ção do RNA marcado do VAP jâ pode ser observado nas pr�

ximidades do mitocôndria no período de 5 horas de trata

menta com U-5- 3H.
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8. SUMMARY

Location of the replication of the RNA of the Virus Anel 

do Pimentão (VAP) has been studied using both autoradiograph and electron 

microscope techniques. 

Foliar tissues of NiQOWna tabaQum L. var. Turkish NN, 

healthy and infected with VAP, were incubated with Actinomicine D (AMD), 

or water and then treated with tritiated uridine (specific activity 

29.2 Ci/nnnol) during three different time intervals - 3, 5 and 9 hours. 

After being fixed with glutaraldehyde and osmic acid they were dehydrated 

with 30, 50, 70, 90 and 100% acetone and embeded in Epon resin. The 

ultra-thin and semi-thin sections were covered with photographic emulsion 

and after adequate exposure they were developed and examined, 

The production of reduced silver grains (grains) due to 

the incorporation of uridine-5- 3H (U-5-3H) in the RNA, made possible 

countings which, analysed quantitatively, helped in the identification 

of the location of the replication of the virus RNA. 

Results obtaíned indicated that: 
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1. The effect of the treatments on the area of the foliar

cells and on the area of their constituents presented

no significant difference at a level of 1% probability.

2. The silver grain density on VAP infected cell treated

with water presented some decrease during 3 = 5 hours

incubation with U-5- 3H and similar behavior during

5 - 9 hours between healthy and diseased cells.

3. Treatment of healthy and infected foliar tissues with

AMD revealed that the action of the antibiotic was

selective as far as inhibition of the DNA dependent

polymerase and not on the replicase of the vírus RNA,

allowing to follow with a better approximation, the

development of the RNA biosynthesis of the VAP.

4. Study of the response of three regions of a healthy

cell to treatment with AMD indicated that the most

inhibited activity was the RNA synthesis in the

nucleolus, followed by that of the cytoplasm and of

the nucleus.

5. The grain density obtained for regions of an infected

cell treated with AMD and corrected in relation to the

densities of a healthy cell inhibited with AMD,

indicated that the biosynthesis of the nucleic acid

in the nucleus excluding the nucleolus, and 1.n the



.65. 

cytoplasm is identical, differing from the biosynthetic 

process of the RNA in the nucleolus. 

6. When studying the rate of the synthesis of the RNA in

a cell infected with VAP and treated with AMD and

corrected according to the respective values for a

healthy cell under sarne conditions and for a period of

3 - 5 hours, it was observed that the rate of synthesis

of the nucleolus is approximately three times that of

the cytoplasm and of the nucleus without nucleolus.

7. The data presented suggest that, although some synthesis

of the RNA or nucleic acids due to the presence of VAP

can occur in the nucleús of an infected cell, the

nucleolus is the main pla�e of the biosynthesis of the

RNA of the VAP.

8. The autoradiographs revealed that the translocation of

the labelled RNA of the VAP can already be noted close

to the mitochondria in a period of 5 hours treatment

wi th U-5- 3H.
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