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RESUMO

O Cucumber mosaic virus (CMV) é um dos fitovirus de maior importancia mundial, tanto pelo
grande numero de hospedeiras que infecta e pelos insetos vetores que o transmite, como pela
diversidade evidenciada pelo elevado nimero de estirpes. Testes empregados na diagnose e
caracterizacdo de fitovirus apresentam melhores resultados quando a fonte de virus possui uma
concentracdo de particulas virais satisfatoria. Visando avaliar aconcentracéo de particulasdo CMV
em diferentes hospedeiras e em diferentes periodos apo6s a inoculagado, utilizou-se a contagem de
particulas através de microscopia eletrénica de transmissdo. A hospedeira Nicotiana debneyi
apresentou as maiores concentra¢fes quando comparada com Datura stramonium e Chenopodium
amaranticolor.
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ABSTRACT

EVALUATION OF CUCUMBER MOSAIC VIRUS PARTICLE CONCENTRATION BY
TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY IN DIFFERENT HOSTS. The Cucumber mosaic virus
(CMV) is one of the most important plant virus in the world, with a large host range and great
number of insect vectors and strains. The best results for diagnosis and characterization are
obtained when the plant source of the virus has a satisfactory concentration. In order to evaluate
the virus concentration in different hosts and periods of inoculation, electron microscopy of
transmission was used the counting of particles. Nicotiana debneyi showed a higher particle
concentration than Datura stramonium and Chenopodium amaranticolor.
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INTRODUCAO

O virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic
virus, CMV) pertencente afamiliaBromoviridae, género
Cucumovirus (VAN REceNmoRTEL et al., 2000), apresenta
um grande nimero de espécies hospedeiras, que
segundo Boarietal. (2000), é superioral.000. O CMV
€ um virus isométrico com didmetro entre 28 e 30
nandmetros, composto por 180 subunidades protéicas
idénticas que formam o capsideo. Seu genoma é
composto por tréssegmentos de RNA de fitasimples
positiva, além de um quarto segmento subgendmico,
gue codifica a proteina capsidial. Além disso,
apresentaampladistribui¢do mundial sendo encon-
tradoem diversos paises tanto nas zonastemperadas
como tropicais (Giees & HARRIsoN, 1970; PALUKAITIS et

al.,1992). NoBrasil,a primeiraocorrénciado CMV foi
descritaem S&o Paulo, ocasionando mosaico, necrose
emorte de bananeira (SiLeerscHMIDT & NOBREGA, 1941).
Posteriormente, outros autores caracterizaramiso-
lados de CMV tanto de bananeira como de outras
espéciesvegetais (Arauloetal.,2001; CoLariccioetal.,
1996; DuarTEetal., 1994; Eirasetal., 2001; FRANGIONI et
al., 2001).

AMicroscopiaEletrénicade Transmissdo (MET) é
uma ferramenta de extrema importancia para a
virologia, auxiliando no diagndstico e na caracteriza-
cdodevirus,aléemde possibilitar estudos de interacao
entre espécies de virus, da concentracéo de particulas
viraisnotecidoinfectadoe deaspectosultraestruturais.
Alémdisso,aMET aliadaasorologiatemsido utilizada
no diagnéstico de fitovirus, indexac¢do de materiais
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vegetais e em estudos de interacdo virus-hospedeiro
e virus-vetor (HALL, 1964; Apam et al., 1987; MILNE &
Luisiont, 1977; Mivai et al., 2001).

O diagnéstico de uma doenca de etiologia viral
envolve umasérie de técnicas para a sua comprova-
¢do. Essas visam a caracterizacéo e identificagcdo ou
somente a deteccdo do virus em plantas doentes,
apresentam melhoresresultados quando o tecido da
planta, utilizadocomoamostra, apresentaumaelevada
concentracao de particulas virais (BEbEnpo, 1995).

Este trabalho teve como objetivo realizar estudos
sobreaconcentracgéo de particulas do Cucumber mosaic
virus, isolado de bananeira (CMV-B),em hospedeiras
experimentais com reacéo local e sistémica em dife-
rentes periodosapdsainoculagéo, por meiode MET.

MATERIALEMETODOS

Oisolado de virus utilizado no presente trabalho
foi coletado no Municipio de Registro,embananeira,
apresentando mosaico em faixas, e caracterizado,
através de circulo de hospedeiras, DAS-ELISA, RT-
PCR e sequienciamento de parte da capa protéica,
como sendo o Cucumber mosaic virus (CMV) do
subgrupol (dados ndo publicados). Amanutengdodo
virus foi feita po meio de repicagens sucessivas em
plantas de Nicotiana glutinosa mantidas em casa-de-
vegetacao.

Plantas de Chenopodiumamaranticolor Coste & Reyn
(Chenopodiaceae), Nicotiana debneyi L. e Datura
stramonium L. (Solanaceae) foram inoculadas mecani-
camente de acordo com CoLariccloetal. (1996) como
auxiliode pistilos e almofarizes, previamente esteri-
lizados, em presenca de solugdo de sulfito de s6dio
0,5% na proporcdo de 1:5 (g:mL) utilizando-se
carbureto de silicio (400 mesh) como abrasivo. Apoés
ainoculagdo, as folhas foram lavadas com agua e as
plantas mantidas em casa-de-vegetacdo para obser-
vacao dos sintomas. Plantas sadias de cada uma das
trésespécies utilizadas forammantidascomocontrole
sob as mesmas condig¢6es das plantas inoculadas.

Fragmentosfoliares de C.amaranticolor, N. debneyi
e D. stramonium, inoculados mecanicamente com o
CMV-Bforamcoletados 15e 30diasapdsainoculagéo
(DAI)eprocessadosatravésdatécnicade contrastacao
negativa com acetato de uranila 2% e observados ao
microscopio eletrénico de transmissdo EM-208
(Philips) (CoLariccioetal., 1996). Nestatécnicaoextrato
obtido pela maceracdo de fragmentos foliares
infectados em presenca de tampéo fosfato 0,1 M pH
7,0foi depositadosobre umatelinhadecobre revestida
com filme de colédio reforcado com carvdo. Apos 5
minutos foram contrastadas com acetato de uranila
2% em &gua. Para a comparacéo da concentracao de
particulas virais, tanto nos tecidos das espécies

empregadas quanto nos diferentes periodos apés a
inoculagdo foi utilizadaatécnicade decoragdocomo
antissoro contrao CMV. Inicialmente, as telinhas de
cobre foram depositadas sobre umagotadoextrato da
amostra, obtido da mesma maneira descrita para a
contrastacéo negativa. Ap6s 10 minutos, atelinha foi
lavada com tampéo fosfato 0,1M pH 7,0 e colocada
sobre uma gota do antissoro policlonal diluido 1:50,
obtido a partir de preparacéo purificada do isolado
do CMV proveniente de bananeira - AS-CMV-Mir
(Covariccioetal., 1996). Ap6s 15 minutos, realizou-se a
contrastacdo com acetato de uranila2%e visualizacio
ao microscopioeletrdnico detransmisséo (Caneretal.,
1990; CoLAriccio et al., 1996; MiLNE & Luisiont, 1977).
Esta técnica permite que seja observada a reagdo do
antigeno (particulaviral) com o anticorpo que depo-
sita-seaoredor dovirusdevidoaafinidadecoma sua
capa protéica do. Desta forma, a visualizagdo das
particulasdo CMV, que sdoisométricas,com cercade
30nmdediametro, tornam-se maisevidentes. Foram
visualizados 20 campos por amostra e realizada a
contagem do nimero de particulas virais por campo.
Odelineamento doensaiofoi inteiramente casualizado
comdoisfatores (hospedeirasx DAI) e 20 repeticdes.
Os dados obtidos foram submetidos aos testes F e
Tukey a5% de probabilidade paraacomparacéo das
médias.

RESULTADOSEDISCUSSAO

O CMV apresentaum grande nimero de estirpes
gue infectam centenas de espécies de plantas,
induzindo sintomas que variam de acordo com a
hospedeira. Ensaios bioldgicos, utilizando diferentes
plantas indicadoras, tém sido Uteis para a diferencia-
cdodeespécieseestirpesde Cucumovirus, podendo-se
citar como exemplo o comportamento de plantas de
Vignaunguiculatae Nicotianaglutinosanadiferenciagéo
dos subgrupos I e Il do CMV (DaNIeLs & CAMPBELL,
1992; Eirasetal., 2001). Estudosestatisticos e biol6gicos
também tém sido utilizados para o entendimento da
especificidade do virus as diferentes espécies de
plantas hospedeiras nos mecanismos relacionados a
infeccéo (replicacdo e movimento) (MATTHEWS, 1992).

Visando arealizacio de estudos da concentracéo
de particulas do CMV-B, em diferentes hospedeiras
experimentaiseemdiferentes periodosdeinoculacao,
realizou-seacontagemde particulasviraisao MET de
preparacdes submetidas a decoragdo com antissoro
especifico, contrastadas negativamente, sendo,
posteriormente, empregadaanalise estatistica. Estes
estudos possibilitamadeterminagédo daconcentracio
de particulasvirais, o que permite o estabelecimento
tanto do periodo de maior concentragéo do virus na
hospedeira, como a determinacéo da espécie mais
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adequada para ser utilizada na manutencédo do
isolado. A determinacdo do pico de concentragdo do
virus é de fundamental importancia para os proces-
S0s que visam um maior rendimento na purificacéo,
bem como uma maior eficiéncia tanto nos testes
bioldgicos e soroldgicos quanto naextracdo de acidos
nucléicos (BebenDo, 1995; MATTHEWS, 1992).

Tabela 1 - Comparagéo entre diferentes plantas hospedeiras,
guando inoculadas com o Cucumber mosaic virus isolado
de bananeira (CMV-B). A contagem de particulas foi
realizada aos 15 e 30 dias apds a inoculagdo (DAI).

Hospedeiras Dias ap6s inoculagéo

15 30
Nicotiana debneyi 38,3* aA 10,9 aB
Datura stramonium 2,3 bA 0,2 bA
Chenopodium amaranticolor 0 bA 1,4 bA

*Médiasseguidasdasmesmas letrasminusculas nascolunas
(hospedeiras) e maiusculas nas linhas (DAI) nédo diferem
significativamente (P=0,05%) entre si pelo Testede TUKEY

As médias e andlises estatisticas resultantes da
contagem de particulas do CMV-B encontram-se na
Tabela 1. Observou-se que em N. debneyi houve
diferencasignificativanonimerodeparticulasquando
comparado com as hospedeiras D. stramonium e C.
amaranticolor nos dois periodos apds ainoculacdo. A
meédiadonumerodeparticulas presente naspreparacoes
de N.debneyi também mostrou diferencasignificativa
guando comparados os dois periodos avaliados (15
e 30 DAI). Pode-se observar que o nimero médio de
particulasapresenta-se maior aos 15 DAI. Este resul-
tadoindicaqueareplicagdodo CMV-Bem N. debneyi
émaior naprimeiraquinzenadainfec¢do, diminuindo
apo6s esse periodo. Plantas de D. stramonium e C.
amaranticolor ndo apresentaram este comportamento,
ou seja, ndo foi observadadiferencaestatistica paraas
médias dos niimeros de particulas do CMV-B entre
essas espécies e entre os periodos apés a inoculagéo.

E importante ressaltar que C. amaranticolor é uma
hospedeiraque reage com lesdolocal parao CMV, ou
seja, as particulas virais encontram-se limitadas as
folhasinoculadas (Giees & HARRIsON, 1970; PALUKAITIS
etal., 1992). Este fato faz com que o nimero de parti-
culasdevirussejareduzido, principalmente, quando
comparado com uma hospedeira em que 0 virus
manifesta-se de modosistémico, conformefoiobservado
guando confrontaram-se asmédias destaespéciecom
N. debneyi. Porém, a mesma diferenca significativa
néo foi observada entre C. amaranticolor, hospedeira
deleséolocal,e D.stramoniumque desenvolvesintomas
sisttmicos quando inoculadacomo CMV. Neste caso,

osresultadosobtidosdemonstraram que D. stramonium
apresentou um comportamento similar ao de uma
hospedeira de lesdo local para este isolado de CMV,
limitando a replicagdo do virus.

E interessante observar que em C. amaranticolor
n&o se notou a presenca de particulas virais aos 15
DAI, mesmoapresentando lesdeslocais, umavez que
é de conhecimento que esta hospedeira apresenta
umamaior concentracdodevirus3a4 DAl (CoLARrIccio,
comunicacao pessoal). Pode-se pressupor que a ndo
visualizacao de particulas neste estagio de infeccao,
mesmo comapresenc¢adesintomas, se devaaofatodo
numero de virus estar reduzido ao ponto de néo ser
suficiente paraser visualizado, mesmotomandocomo
critério o numero de 20 campos observados. A distri-
buicdo e concentracdo dosvirus nas plantas depende
da combinacéo virus-hospedeira, sendo que alguns
virusséo limitadosalesdes locais, enquantoemoutras
hospedeirasonde sintomassistémicos sao observados,
asparticulasviraissdo encontradas em baixaconcen-
tracdo podendo também estar confinadas adetermi-
nados tecidos vegetais. Citam-se, como exemplos,
virus pertencentesaos géneros Luteoviruse Nepovirus,
confinados ao floema e xilema, respectivamente
(MATTHEWS, 1992).

A diferenga, nos dois periodos, do niumero de
particulas virais em N. debneyi e D. stramonium, que
sdo espécies que desenvolvem sintomas sistémicos
para o CMV, indicou um comportamento distinto
deste virus, nestas plantashospedeiras. Essadiferenca
de comportamento pode estar relacionada tanto ao
modo de translocagdo quantoao modo dereplicacdo
do virus. Vale lembrar que as bases moleculares das
interacOes entre as hospedeiras e a maioria dos
fitovirus, tanto para a replicacdo como para a
translocacéo, ainda ndo sdo bem compreendidas
(MATTHEWS, 1992), sendo que em estudos realizados
com diferentes isolados de CMV em espécies de
solandceas, observaram-se reacgdes distintas das
hospedeirasainfeccdocomrelagdoao movimentodo
virus a longa distancia bem como a viruléncia dos
isolados (CARRERE et al., 1999).

Concluiu-se que N. debneyi é uma hospedeira
indicada para a multiplicacdo do CMV, principal-
mente, quando se visa a purificacdo do virus. D.
stramoniume C.amaranticolor ndoapresentaramelevada
concentracdo de particulas virais, provavelmente,
devido as restri¢fes intrinsecas apresentadas por
estas hospedeiras. Na Fig. 1A, observam-se, em
micrografiaeletrénica de transmissao, particulas de
CMV contrastadasnegativamente, pormeio deextrato
brutode N.debneyiinfectada. NaFigura1B podem ser
observadas, em contrastacdo negativa, particulas
decoradas com antissoro contrao CMV. Esta técnica
temsidoutilizada paraaidentificagdondos6 doCMV
(CoLariccio etal., 1996), como também de diferentes
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Fig.1-(A)Micrografiaeletrénicade particulas de Cucumber mosaic virus contrastadas negativamente (setas); (B) Particulas

decoradas com antissoro contra o CMV. (Barras = 100 nm).

espécies defitoviruscujososantissorossao produzidos
contraas respectivas proteinas da capa, podendo-se
citarcomoexemplo o Tomatomosaic tobamovirus (ToMV)
(Caneretal., 1990) e 0 Turnip mosaic potyvirus (TuMV)
(Corariccio et al., 2000). A MET aliada & sorologia
(decoracdo) tambémtemsido utilizadano diagnéstico
de fitovirus, indexacdo de materiais vegetais e nos
aspectos relacionados as interagdes virus-hospedeiro
e virus-vetor, apresentando especificidade e sensibi-
lidade (Abametal., 1987; MiLNE & Luisiont, 1977).

Outras plantas hospedeiras experimentais
deverdo ser avaliadas quanto a multiplicacdo do
CMV, principalmente, aguelas que apresentam
sintomas sistémicos, poisas de lesdes locais, como foi
confirmado neste trabalho, serédo utilizadas apenas
como controle. Outros intervalos de tempo apés a
inoculacdodeverdoseravaliadosealémdisso Northern
blot para anélise da concentracdo de RNAs virais
transcritos deveraser efetuado paramonitoramento
e acompanhamento da infec¢do e confirmacdo dos
resultados obtidos através damicroscopiaeletronica
de transmissé&o.
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