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1 - INTRODUCAO

O salsdo ou aipo (ApZum gAaueoZend L.
var duZee.) é uma hortalica herbdcea, bastante iImportante nos
EUA e Europa. No Brasil, entretanto, sua cultura nado se acha
muito difundida, embora, o interesse pela mesma, esteja aumen -
tando em decorréncia do seu uso pelas industrias em sopas desi-
dratadas. A producao, referente ao ano de 1978, segundo dados
da CEAGESP, atingiu aproximadamente 2.900 toneladas, num valor

de cerca de Cr$ 20.000.000,00, concentrando-se quase toda no
cinturdo verde de Sao Paulo ( Tabela 1 ).

0 consumo de salsao Zn na.tu.fta como
salada, é ainda limitado, principalmente pelo seu preco, res-

tringindo-se basicamente aos grandes centros urbanos. 0 Distri
to Federal ndo foge a regra, sendo que a maior parte do salsao
consumido é abastecido pela producédo local, e quando ocorre es
cassez, 0 mercado é suprido pelo produto proveniente de Sao
Paulo ( Tabela 2 ).

Varias doencas de etiologia viral, fo-
ram relatadas nesta cultura. A primeira delas foi descrita por
Poole (1922), sendo demonstrado posteriormente ser causada por
uma es-tirpe do virus do mosaico do pepino. Foster 8 Webber
(1924), relataram outra, a qual Wellman (1934), designou de
’southern celery mosaic', mails tarde comprovada ser causada tam
bém por uma estirpe do virus do mosaico do pepino. Uma doenca
com sintomatologia semelhante aquela provocada pelo virus an
terior, fol descrita e denominada por Severin 8 Freitag (1935),
de "western celery mosaic'” (WCeMV). O0s mesmos autores em
1938, apresentaram evidéncias de que esses virus diferiam,entre



Tabela 1.

Ano

1974
1975
1976
1977
1978

Fonte:

Preco médio
mensal
ponderado
Cr$/Unidade

Unidade
de péso
ITquido

Maco (6 Kkg) 15,87
13,45

t 30,93

t 26,57

t 40,73

Quantidade

Media

Mensal Total
27.191 336.289
37.417 449.005
24.188 290.254
37.249 446.996
39.350 472.208

Producéo
Total
em kg

2.017.734
2.694.030
1.741.524
2.681.976
2.833.248

CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais
1976, 1977 e 1978.

Boletins anuais de 1974,

1975,

Quantidade e*valor da producao de salsdo parao Estado de Sdo Paulo.

Valor
da
Producéo
Total
(Cr%)

5.336.906,40
6.039.117,20
8.977.556,20
11.876,683,00
19.233.031,00

de Sado Paulo).



Tabela 2. Quantidade e procedéncia do salsao comercializado
na CEASA - DF, 1978.

Procedéncia Quantidade
(kg)

Nucleo Bandeirante 335
Riacho Fundo 3.966
Vargem Bonita 250
Alagado 17.067
Monj olo 686
Ponte Alta 450
Vargem da Bencgéao 310
Distrito Federal (Total) 23.058
Estado de S&o Paulo 1.850

T 0 ' 24 .908*
Fonte: CEASA - DF (Central de Abastecimento — Distrito Fe

deral). Mapa anual, 1978.

* Quantidade equivalente a Cr$ 358.420,00.



si, em termos de circulo de hospedeiras. 0 "western celery
mosaic virus" infectava basicamente plantas da familia
Umbelliferae, entre elas, algumas de importancia econdémica, co
mo a cenoura ( Paucud c.ofi.ota L.), salsa ( PetA.0.6e£EZnum ¢déaZZvum
Ho ff.) .coentro (CoA-ZandAum AaXZvum L..), além do salsédo (ApZum
gstaveolens L. var. doZce), ao passo que o "southern celery
mosaic virus'", possuia um circulo de hospedeiras bastante am-
plo.

A partir de entdo, varios outros virus tém si-
do relatados em salsdo, conforme pode-se observar pela  Tabela
3.

Dentre os diversos virus que infectam o salséao,
talvez o de maior importancia seja o "western celery mosaic
virus" ou "Celery mosaic virus" (CeMV) (Shepard 8 Grogan,1971),
a julgar pelas perdas apreciaveis que induz na producao(Severin
§ Freitag, 1938; Kemp $Frowd,1975; B6s eZ at., 1978). Parece
ter sua distribuicdo geogréafica bastante ampla, pois virus com
propriedades semelhantes ao  CeMV, tém sido descritos em  Va-
rios estados dos EUA (Severin § Freitag, 1935; 1938; Purcifull

8 Shepard, 1967), e em outros paises como Inglaterra (Walkey
eX of., 1970; Walkey 8§ Cooper, 1971; PembertonS Frost;, 1974 ),
Alemanha (Brandes § Luisoni; 1966) Nova Zelandia ( Fry 5
Procter, 1968), Argentina (Gracia § Feldman, 1977), Canada

(Kemp § Frowd, 1975), Franca (Marchoux et <zZ., 1969), além de
outros paises.

0 WCeMV (CeMV) pertence ao grupo potyvirus, indu
zindo inclusdes lamelares, embora, relacdo seroldgica no r£
conhecimento de membros deste grupo, ndo tenha sido demonstra
da. E inativado & temperatura ambiente entre 4 e 6 dias e 0 ar

mazenamento a 189C ate 18 meses, ndo inativou-o ( Severin S
Freitag, 1938). 0 ponto final de diluicdao fica entre 10-3
e 10'4, e 0 ponto termal de inativacdo entre SS-60¢C quando a
quecido por 10 minutos ( Severin q Freitag, 1938; Shepard §
Grogan, 1971; Smith, 1972). E transmitido por inoculacdo  me-
canica e de maneira ndo circulativa por varias espécies de
afidios, entre elas, AphtA 6esisiu.gtna-AtA.tata, A. gstave.ote.nA,

A. aptt, A. mtddtetontt, A. goAAijptt, Mijzua pesiAtcae, M.



Virus Morfologia
Sugar beet curly top 9 20 nm
Spotted wilt 0 70-90 nm
Celery crinkle-leaf Alongado,

(estirpe do WCeMV) flexivel
Poison-hemlock ringspot
Celery yellow spot
Celery calico
Celery pseudo-calico

Alfafa mosaic Bacil. 36,
48,58x18 nm
Tomato black-ring 0 30 nm

(Celery yellow-vein)
Celery Yellow net
Celery ringspot

Tomato aspermy 0 38 nm
Celery latent 860 x 15 nm
Southern celery mosaic 0 30 nm

(est.do cucumber mos)

Western celery mosaic
Celery mosaic)

760-784 nm

Propriedades Fisicas

p-t.i.

75-80°C
40-46»C
SS-60»C

55» C

70» C
60-65»C

58-62»C

45 C
65» C
50-55°C
52-54»C
65-70»C

55-60»C

"in vitro"
p.f.d.
-3 -

10 - 10

10 1 - 10 3

10

5 x 10

10

10 * - 10

io 2 - 10

10 " 10

5 x 10

10 ' - 10 °

10 " - 10 '

10 - 10

10 * - 10

(@

l.i.v.

14 dias
2-4 hs.
3-4 hs.

6-8 hs.

5 dias
3-5 dias

7 dias

48 hs
24 hs
24-48 hs

Transmissao

mec. vet

10-11 dias
3-6 dias

6 dias

(1) Foster 8 Webber, 1924; (2) Wellman, 1934; (3) Severin 6 Freitag,

(5) Freitag 8 Severin, 1939; (6) Snyder 5 Rich, 1942;
1964; (10) Luisoni, 1966; (11) Bos et.at.,

(a) p-t.i. = ponto termal de inativacdo: p.f.d.

(b) mec m mecanica; vet - vetor; sem.

(c) C - cigarrinha; Ap m afidio; Th « trips;
* FENNER, F. Classification and nomenclature of viruses.

- semente.

1978.

1935 ;

- ponto final de diluicéo;

Ne ®m Nematoide

* + + + +

cfc)

Th
Ap

Ap
Ap

Ap

Ne

Ap
Ap
Ap

Ap

(4) Severin 8
(7) Freitag 8 Severin, 1945;

l.i.v. -

8) e

(b)

sem.

Grupo*

Gemini
Tospo
Poty

Poty

Almo

Nepo

Cucumo
Poty
Cucumo

Poty

Freitag,

Referéncia

4)
4)
4)

4)
4)
4)
)
(6)

(8)

C))
()
9)
(10
(D

(3)

1938 ;

e (7
e
e (9)
e (5
e (9
e (9
e (ID
e (2
e 4

(9) Bollings,1960 e

longevidade Zn vZZao .

International Comittee on Taxonomy of viruses,

1976.



eZAcun™fexuA, M. conuofvuzZ; Cava™tZeffa cap/iae ¢ Rhopatoiiphum
metti*e”um  (Severin 8 Freitag, 1938). Estudos através de mi-
croscopia eletrbnica, mostraram que o0 virus era constituido de
particulas filamentosas flexiveis com comprimento normal entre
760-784 nm (Purcifull § Shepard, 1967; Shepard 8 Grogan,1967a)
e centro 6co (Shepard 8 Grogan,1967a). Em 1967, Shepard 8
Grogan, purificaram-no parcialmente, através de um método envoi
vendo extracédo em 0,5 M de tampao borato, pH 8,7, clarificacao
do suco com cloroférmio e concentracdo por centrifugacdo dife -
rencial seguida por centrifugacao em gradiente de densidade.

No Brasil, o uUnico virus relatado em salsédo, &
aquele que provoca o mosaico amarelo, e designado de virus do
mosaico amarelo do salsdao (VMAS), tendo sido encontrado no Es-
tado de Sédo Paulo (Kitajima 8 Costa,1968a), onde foram realiza-
dos estudos através de microscopia eletrénica mostrando que
suas particulas sao alongadas e flexiveis com comprimento nor
mal de 760 x 15 nm. Particulas com esta morfologia foram visua
lizadas em exsudatos de salsa, coentro, uma espécie de salséao
silvestre (Apium sp) , além de Che.nopodium quinoa Willd. Ao
examinarem-se seccOes da epiderme inferior de folhas das espé -
cies acima, mostrando sintomas tipicos de infeccdo, pode-se ob-
servar a presenca de inclusbes intranucleares fibrosas, alonga-
das e refringentes, usualmente formando figuras anelares e
acompanhando a periferia do nucleo. Ao microscopio eletroénico,
confirmou-se a localizacdo iIntranuclear de tais iInclusdes (Kita
jima 8 Costa,1968b) «+ Através de estudos citoquimicos ( Cruz
et. at., 1972), ficou demonstrado que tais particulas intranu -
cleares eram constituidas de proteinas, mas nao amido, lipidios
ou acidos nucléicos. Trabalhos sobre patologia, foram adicional
mente realizados por A.S. Costa na Seccédo de Virologia do Insti
tuto Agrondmico de Campinas (Costa, comunicacao pessoal). Se-
gundo Kitajima e Costa (1968), este virus seria morfologicamen-
te similar a um virus que induz mosaico em salsdo na Alemanha
e ao "western celery mosaic virus', acrescentando que se 0Ss
mesmos nao fossem i1dénticos, provavelmente fariam parte de um
mesmo complexo.



Como as informacdes referentes a este virus, a
té o presente, restringem-se aos aspectos mencionados anteri-
ormente, pretende-se com este trabalho, fornecer dados adicio -
nais que possam melhor caracterizar o VMAS, no que se refere
aos aspectos de transmissdo e infectividade, circulo de hospe -
deiras, propriedades fisicas Zn vZZao, estudos através de mi-
croscopia oOtica e eletrbnica, purificacdo, producdo de antisso
ro e testes seroldgicos, e de posse desses dados fazer um estu-
do comparativo com aqueles citados para o WCeMV, visando de-
terminar uma possivel identidade ou relacionamento entre am-
bos virus .

Relata-se também a ocorréncia natural do VMAS
em culturas de salsa e salsdao no Distrito Federal.
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I1 - MATERIAIS E METODOS

2.1. Fonte de inoculo, isolamento e manu-

tencio do virus

0 isolado do VMAS utilizado neste ensaio, foi
obtido de uma amostra de salsao (Apium graveolens L. var. dulce
'Dourado') proveniente do Estado de Sao Paulo, coletado na
CEASA - DF, apresentando sintomas tipicos de mosaico amarelo |,
com deformacao foliar. Ensaios preliminares de transmissao e
microscopia eletronica, mostraram que tinha propriedades idénti
cas as descritas para o VMAS (Costa, dados nao publicados; Kita
jima & Costa,1968a).

Procedeu~se a purificacgao biglagica do isolado
atrgvés de duas inoculacgoes suscessivas em  Chenopodium quinca
Willd., tomando sempre lesdo unica, reinfectando plantas de
coentro (Corniandrum sativum L.) e salsao, as quais serviram co-
mo fonte de manutencdo do virus, através de periddicas transfe-
rencias, por inoculag¢des mecanicas, para plantas jovens sadias.

2.2, Transmissao

2.2.1. Transmissao mecanica

Este tipo de transmissao foi utilizado nos

testes de rotina, através da maceracdo em almofariz, do tecido

~foliar infectado, em presenga de tampao fosfato 0,02 M, pH 7,5,
adicionando como antioxidante 0,1% de sulfito de sédio(NaZSOS),



na proporcédo de 1 g de tecido para 10 ml de tampéo. Como
abrasivo utilizou-se carborundum ( 500 mesh ) polvilhado sobre
a superficie foliar e com o dedo indicador procedia-se a fric
cdo do inoculo, apdés o que, as folhas eram lavadas em agua cor-
rente .

Diferentes niveis de concentracdo de 0,001 a
0,2 M e pH do tampao de 6,5 a 8,0, foram testados visando de
terminar seus efeitos sobre a infectividade do virus.

As plantas utilizadas neste e em experimentos '
posteriores; foram produzidas em sementeiras com solos esterili-

zados e adubados e em seguida, repicadas para vasos de
aluminio de 15 x 15 <c¢m, também devidamente adubados.

Os experimentos foram conduzidos na Estacédo Bio
lI6gica da Universidade de Brasilia, em casa-de-vegetacdo, sem '
no entanto, apresentar condicOes de temperatura e umidade con-
troladas .

A temperatura média ambiente variou entre
18 a 419C no periodo, registrada em termégrafo marca Tempscribe

(Bocarach Instrument Company,. Pittsburgh, Pa. U.S.A.

2.2.2. Transmissao por afidios

Duas espécies de afidios, Mi/zué pddZcae. Sulz.
e Aphzi ~abae. AoZanezZZa. Theob., foram utilizadas em testes pa
ra se verificar a capacidade de transmitirem o VMAS.

As coldnias de M. peA.AZc.ae. e de A. ~abae Toram

coletadas respectivamente em Cruciferae e maria pretinha
(SoZanam nZgtium L.) sendo mantidas sobre plantas de rabanete
(RaphanuA AaZZvuA L.), no primeiro caso, e maria pretinha, no

caso da segunda espécie, conservando-as em gaiolas com armacéo
de ferro de 80 x 80 x 50 cm, revestidas com tela pléastica, para
serem utilizadas nos testes de transmisséo.


peA.AZc.ae

Os testes foram realizados em casas teladas com
cobertura de telhas plasticas, sem controle de temperatura e
umidade. Os afidios nédo viruliferos foram transferidos para
plantas de salsdo infectadas com o VMAS, alimentando-se nestas
por 1, 3, 10, 60 minutos e 24 e 48 horas (periodo de aquisi-
cdo), apos os quais,foram transferidos em numero de 1, 3 e 9
afidios para cada uma de quatro plantas de coentro, em cada tra
tamento, alimentando-se durante 60 minutos, nos 4 primeiros e
24 e 48 horas nos dois ultimos tratamentos, apds o0 que, foram
eliminados através de pulverizacbes com Mevinphos ( 24% de fos-
fato de 2-carboxi-l-metil-vinil-dimetil) a 0,25%.

Testes posteriores foram realizados transferin-
do afidios nao viruliferos inicialmente para placas de petri.
com papel de filtro uUmido, onde permaneceram por um periodo
de 60 minutos (periodo de jejum), apos o qual, Tforam transferi-
dos para plantas de salsao iInfectadas com o VMAS. Nestas, 0S
pulgdes permaneceram durante 30 minutos (periodo de aquisicao)
tendo sido a seguir transferidos individualmente, com auxilio
de pincel fino, em numero de 10, para cada uma de 10 plantas
de coentro. Seguiu-se um periodo de alimentacdo de 30 minutos,
sendo em seguida os afideos eliminados através de pulverizacdes
com Mevinphos na dosagem recomendada anteriormente, e as plan-
tas mantidas em casa-de-vegetacao para posteriores observacoes.
Como controle, foram deixados iguais numeros de plantas, em am-
bos testes, com os afidios sendo transferidos diretamente, sem
acesso a4 fonte de 1inoculo.

2.2.3. Transmissado por uniao de tecidos.

Plantas de salsdo e coentro obtidas em sementei
ras e transplantadas para vasos de aluminio, foram infectadas
experimentalmente, num estagio de desenvolvimento de 4-6 fo-
Ihas, por inoculacdo mecanica, visando serem utilizadas em tes-
tes de transmissdo por unido de tecidos. Para isso,utilizou-se
0 método de 'garfagem™, no qual plantas sadias das duas espé-



cies acima, em idéntico estagio de desenvolvimento, foram
usadas como porta-enxertos, seccionando o peciolo ou a haste a

serem enxertados, no sentido transversal e longitudinal, e 1In-
troduzindo o peciolo ou haste da planta infectada, previamente

cortado em bisel, no porta enxerto. Utilizou-se uma fita plas-

tica de 1 cm de largura para isolar a area enxertada . 0 con
junto foi entdo coberto com saco plastico por 5 a 6 dias.
Além da enxertia por garfagem, utilizou-se 0

método de 'encostia por mamadeira’, através do contato dos tecj
dos infectado e sadio, previamente seccionados tangencialmen-
te, e isolados com fita plastica de 1 cm de largura, apés 0
contato dos mesmos. Outra tentativa foil realizada cortando lon
gitudinalmente o peciolo da planta sadia e introduzindo uma see
cao do tecido infectado, submetendo a condicOes de isolamento |,
como descrito para 0s casos anteriores.

Durante um periodo de 25 a 30 dias, com as plan

tas mantidas em casa-de-vegetacdo, Toram feitas observacoes
frequentes

2.3. Propriedades fisicas "Zn

Na determinacdo das propriedades fisicas do
VMAS em suco de plantas, utilizaram-se como fonte de inoculo,
folhas de coentro, infectadas de acordo com o método de inocula

cdo mecanica descrito anteriormente.

Para determinar a longevidade Zn uZzZ/to (l.i.v.)
e ponto termal de i1nativacao (p-t.i.), utilizou-se a propor
¢cdo de 1 g de tecido 1 para 4 ml de tampdo. Desta forma, pa-
ra o p".t.i., eram distribuidos 3 ml de suco em tubos de ensaio
de 10 x 1 cm, mergulhando-os em banho-maria em temperaturas va
riando entre 45 e 70°C, a intervalos de 59C, por um periodo
de 10 minutos, apos o qual, os tubos eram mergulhados em gelo
fundente, procedendo-se a inoculacdo mecanica logo a seguir.

Para se avaliar a longevidade Zn vZZ/to, distri
buitram-se da mesma forma, 3 ml de suco em frascos de vidro de



4 ml, vedados com tampa de borracha e fita adesiva, conservan
do-os a duas diferentes temperaturas, 4-5¢C e ambiente (25-
26CC), por periodos de tempo de 1 a 23 dias, no primeiro caso ,
e de 1 a 10 dias para a temperatura ambiente, fazendo inocula -
¢cbes diarias. Para a determinacdo do ponto final de diluicao
(p-f.d.) foram feitas diluigcdes de 1 x 10 al x 10 em tubos
de ensaio.

A avaliacdo da infectividade foi efetuada ata
través da inoculacdo mecéanica dos sucos em Chenopodium
aman.antieoton. Coste 8§ Reyn.

2.4. Circulo de hospedeiras

Na determinacdo do circulo de hospedeiras do
VMAS, foram feitas inoculacbes mecanicas em varias plantas, uti
lizando-se como fonte de inéculo, plantas de coentro infectadas
pelo VMAS, mantendo como controle plantas n&o inoculadas. Alem
disso, foram feitos testes de recuperacdoes em C. aman.antieoton.
e coentro, 15 dias ap6s a inoculacdo das referidas plantas.

2.5. Estudos através de microscopia eletroni-

ca.

2.5.1. Preparacboes "leaf dip"

A deteccado de eventuais particulas virais
foi tentada em preparacdes 'leaf dip", conjugadas a constrata
cdo negativa (Kitajima, 1965), tendo sido examinados, além do
material de sals&o original, plantas de salsa ( Petn.o”etinum
sativum Hoffm.) , salsdo, C. quinoa e C. aman.antieoton., com
sintomas tipicos de infeccdo, apdés serem inoculadas mecanica -
mente, por enxertia ou por afidios.

A determinacdo do comprimento normal das par-
ticulas de VMAS foi feita em particulas encontradas em coentro,



usando-se como padrdes, o0 virus S da batata (Wetter, 1971) ou
o virus latente da couve (Kitaj ima eX. aZ.1970) ambos com comprj.
mento normal de 650 nm. As preparacoes eram fotografadas a
10.000 x em sequéncia, e as mensuracOes feitas nos negativos
ampliados 10 x.

2.5.2. Exame de preparacdes purificadas

O controle do grau de pureza das preparacoes
purificadas foi também feito ao microscopio eletroénico, pelo
método da contrastacdo negativa (Brenner S Horne, 1959), usando
silicotungstato de sédio como contrastante ( Wrigley, comunica-
cdo pessoal). Para tal, uma goticula das suspensdao era transfe
rida para uma telinha de cobre, 200 mesh, coberta com Formvar/
Carbono. Apé6s cerca de 1 minuto o excesso do liquido era remo-
vido, esperando-se que a preparacdo secasse. A telinha era
lavada a seguir com agua destilada, adicionando-se uma gota
do contrastante. ApoOs 30 segundos removia-se 0 excesso do li-
quido, deixando secar a preparacdo e examinando-a a0 microsco-
pio eletrénico (JEOL JEM 100 C).

2.5.3. Exame de seccdes ultrafinas

A analise das alteracdes celulares induzidas
pelo VMAS foi feita através de exame de seccdes ultrafinas.
Fragmentos foliares de plantas afetadas foram fixados com glu
taraldeido 3% em tampédo fosfato 0,05 M pH 7,2 por 1 a 2 horas,
lavados com tampéo fosfato 0,15 M, e prefixados com 0sO™ 1% em
tampédo fosfato 0,15 M, durante 1 hora. A inclusédo foi feita
em Epon ou meio de Spurr , e as seccbes obtidas em ultramicroto
mo Porter Blum MT-1 ou LKB Ultratome 111, dotado de navalha de
diamante Du Pont. As seccbGes foram metalizadas com acetato
de uranila e citrato de chumbo, antes de serem examinadas ao
microscopio eletroénico.



2.6. Exame de material através de microscopia
ot ica

Tentativas de deteccdo ao microscopio de luz de
algumas alteracbes celulares, foram também feitas,utilizando-se
epiderme de coentro, salsdo e salsa segundo o método de
Christie (1967) .

Seccbes da epiderme foram removidas da face an-
ferior da folha e colocadas em contato com uma solucdo constitu
ida de agua, 'calcomine orange'™ 5%, "luxol brilhant green™ 1%
na proporcdo de 1:1:8, respectivamente, permanecendo nesta so-
lucdo por 15 minutos, em seguida lavadas ligeiramente em eta-
nol, montadas em agua na lamina e examinadas ao microscopio
de luz.

2.7. Purificacdo do virus

Plantas de coentro propagadas em casa-de-vegeta -
cao, Fforam utilizadas na multiplicacdo sistémica do VMAS, atra-
vés de i1noculacbes mecanicas num estagio de 6-8 folhas. 0
material para a purificacdo foi coletado de 10-14 dias apos a
inoculacdo. Todos os trabalhos possiveis durante as varias e-
tapas de purificacdo, realizaram-se em camara refrigerada (10-
189C), tendo-se o0 cuidado de resfriarem-se o0s materiais utiliza
dos (vidrarias, reagentes, etc) antes do seu uso. As centrifu
gas Beckman modelo L5-50 e Sorvall RC-5, foram utilizadas nas
altas e baixas centrifugacdes, respectivamente.

Varias tentativas de purificacdo foram efetuadas
através dos métodos de Tomlinson 8 Ward (1978), Shepard 8
Grogan (1967a) e de um método desenvolvido neste trabalho, com
variacdes em algumas etapas de conformidade com o método empre-
gado.

Assim, na extracdo, foram usados tamplfes: Tfosfa-
to 0,5 M, pH 7,6; solucédo de 0,165 M de Na2HPO4 e 0,018 M



de Na-citrato, pH 8,6; borato 0,5 M pH 8,7. Como antioxidante
2-mercaptoetanol (2-ME) a O.ls ou 0,5%, como desagregantes
uréia a 0,5 M e sédio etileno diamino tetracetato (Na-EDTA)
a 0,001 Me Triton X-100 a 1% (Fulton, 1974).

Na clarificacdo do suco utilizaram-se fosfa
to de calcio (Gel de fosfato) (Veerisetty 8 Brakke, 1978) ,
n-butanol 8% (v/v) ou cloroférmio na proporcédo de dois volu -
mes por volume de suco.

Na concentracado, foram usados os métodos de
ultracentrifugacédo ou precipitacdo com polietileno glicol
(PEG, p-m. 6.000) a 6% (w/v) e 0,1% de NaCl, com agitacéo
por duas horas.

Os tampdes citrato 0,05 M, pH 6,5; borato
0,02 M, pH 7,6; solucao de 1/10 de volume de 0,165 M de
NazHPO® e 0,018 M de Nacitrato com ou sem 1% de Triton
X-100; 0,005 M de Tris-HCI, pll 7,5, foram usados na ressuspen-
sdo do virus.

Nas purificacbes de rotina, utilizou-se 0
seguinte método basico:

Ap6s o tecido ser homogeneizado em liquidi-

ficador com solucao de 0,165 M de Na2HPO™ e 0,018 M de
Na-citrato contendo 0,5% de 2-ME (Tamp&o 1) na proporcao de
2 ml por grama de tecido, o homogenado foi Tfiltrado em gaze
e clarificado com n-butanol 8% (v/v) com agitacao por 1 hora,
ou com fosfato de calcio (Gel de Fosfato), formado pela adi

cdo lenta e simultanea de um décimo (1/10) de volume de 0,2 M
de NazHPO”, e um centésimo (1/100) de 1 M de CaCl™, com agita
cdo constante durante 1 hora (10-189C), centrifugando-se a
4.000 rpm por 10 minutos. O Precipitado foi ressuspendido em
tampdo fosfato 0,1 M contendo 0,5 de 2-ME, conservando-o0 em
camara fria (10-189C), por uma noite, com leve agitacdo desti-
nando-se & purificacdo de inclusbes. Centrifugou-se o0 sobre-
nadante a 30.000 rpm em rotor tipo 30 por 90 minutos, ressus -
pendendo-se o precipitado em tampédo Il (diluicdo de 1/10 do
Tampdo | contendo 1% de Triton X-100), agitando uma noite e
centrifugando-o a 4.000 rpm ( Rotor GSA) por 10 minutos. Des-
cartou-se o precipitado, centrifugando o sobrenadante a



30.000 rpm em rotor 30 por 90 minutos, ressuspendendo a se-
guir o precipitado em tampédo Ill1 (diluicdo de 1/10 do tam-
pdo 1) agitando 30 minutos e centrifugando a 3.000 rpm (ro
tor SS-34) por 10 minutos, submetendo o sobrenadante resul -
tante a centrifugacdo em gradiente de densidade de sacarose
(Brakke, 1960), preparado, distribuindo-se 7, 7, 7, e 4 ml
de solucao de sacarose em tampado fosfato 0,01 M, pH 7,0, nas
concentracdes respectivas de 10, 20, 30 e 40%, em tubos do
rotor SW 25.1, mantendo-0s em repouso por uma noite em cama
ra fria.

Distribuiram-se2 ml da preparacao parcial-
mente purificada em cada tubo e centrifugou-se a 25.000
rpm em rotor SW25.1 durante 90 minutos. Utilizando-se um fei®
xe de luz emitido por uma lupa em sala escura, foi feita a
leitura, e a medida das bandas efetuadas com régua milimetra
da, recolhendo-as com aparelho hipodérmico adaptado com man-
gueira plastica, de diametro reduzido. 0 material recolhido

foi diluido em igual volume de tampdo Ill e concentrado a
50.000 rpm, em rotor tipo 65, por 90 minutos. O precipitado
resultante foi ressuspendido em tampao Ill e centrifugado a

2.000 rpm em rotor SS-34 por 5 minutos, guardando-o em gela-
deira (40C) .

Tentou-se também a recuperacao do virus
do precipitado formado apés a clarificacdo e com Gel de Fos-
fato apés centrifugacdo a 7.000 rpm, através da ressuspencao
em tampdo 0,1 M de fosfato com 0,5% de 2-ME e 0,5 M de de
uréia, agitando por 2 horas em camara fria e centrifugando a
4.000 rpm em rotor GSA durante 10 minutos. Recuperou-se 0
sobrenadante, procedendo-se de maneira i1déntica a descrita
acima.

A avaliacdo do grau de pureza da prepara-
cao foi efetuada ao microscopio eletrénico e a infectivida-
de verificada através de iInoculacbes mecanicas em Chenopodium
amasLantsCcotost , com contagem do numero médio de lesdes lo-
cais por folha.



2.8 . Purificacdo de inclusodes

A purificagcdo de inclusbes foi efetuada basean-
do em procedimento descrito por Hiebert 8 McDonald (1973), com
algumas modificacfes. A ressuspensao do precipitado da primei
ra baixa centrifugacdo do método de purificacdo do virus, que
permaneceu agitando por uma noite em camara fria, fol tratada
com 5% de Triton X-100 com agitacdo por duas horas, apdés o que,
foi centrifugado a 7.000 rpm em rotor GSA durante 20 minutos.
0 precipitado resultante foi ressuspendido em tampao fosfato
0,02 M com 0,1% de 2-ME, agitando-se durante 2 horas (10-1890C),
centrifugando a 7.000 rpm em rotor GSA durante 15 minutos. Res_
suspendeu-se o0 precipitado em 50 ml do tamp&do usado na etapa
anterior, agitando por 50 minutos (10-189C) . Centrifugou-se
a 900 rpm em rotor GSA durante 5 minutos, recuperando o sobre-
nadante e centrifugando no mesmo rotor a 7.000 rpm durante 20
minutos, descartando o sobrenadante e ressuspendendo o precipi
tado em 20 ml de tampdo fosfato 0,02 M com 0,1% de 2-ME, e
agitando por uma noite (10-189C). Apo6s centrifugado a
1.300 rpm em rotor SS-34 por 5 minutos, o0 sobrenadante resul -
tante foi centrifugado a 7.000 rpm (rotor SS-34), durante 20
minutos, ressuspendendo o precipitado em 4,5 ml de tampao fos-
fato 0,02 M com 0,1% de 2-ME, submetendo-o em seguida & cen -
trifugacdo em gradiente de densidade de sacarose a 23.000 rpm,
por 1 hora em rotor SW 25.1. O gradiente foi preparado utili -
zando 10 ml de cada das solucdes de sacarose a 40 e 80% em a-
gua destilada. As inclusdes que localizavam-se na i1nterface’
foram coletadas com aparelho hipodérmico adaptado para esta fi
nalidade. O material coletado foi diluido em idéntico volume
de agua destilada, centrifugando em rotor SS-34 a 8.000 rpm
durante uma hora. Descartou-se o0 sobrenadante, ressuspenden -
do o precipitado em agua destilada e examinando-o ao microsco-
pio eletroénico.



2. 9. Propriedades fisicoquimicas

2.9.1. Espectrofotometria de luz ultra-viole-
ta

A concentracdo do virus em preparacdes purificadas,
foi aferida em espectrofotometro de luz ultra-violeta ,
Spectronic 200 UV (Shimadzu Seisakusho, LTD., Kyoto, Japan),
medindo a absorbéncia a 260 nm e assumindo um coeficiente de
extingcdo para esse virus de 3/mg/ml/cm, e o conteudo de acido

necléico foi avaliado utilizando a relacdao A280/260 se-

gundo procedimento descrito por Layne (1957) .

2.9.2. Coeficiente de sedimentacao

0 coeficiente de sedimentacao do VMAS foi determi-
nado, de conformidade com procedimento descrito por Brakke
(1958), depositando-se 1 ml do VMAS purificado (0,391 mg) e
como padrao, 1igual quantidade de TMV (1 ml), separadamente, em
tubos de rotor SW 25.1, cujo gradiente foi preparado, distri -
buindo-se 3, 7, 7, 7 e 4 ml de solucdo de sacarose em tampao

fosfato 0,01 M, pH 7 , has concentracfes respectivas de
0, 10, 20, 30 e 40%, centrifugando-se a 24.000 rpm em rotor
SW 25.1, durante 2 horas, nha centrifuga Beckman modelo

L-50. A leitura dos resultados foi efetuada com o uso de uma
lupa em sala escura, e as distancias inferior e superior das
bandas ao menisco, para ambos virus, foram tomadas com 0
auxilio de régua milimetraca, usando a média dos valores en-
contrados, na estimacdo do coeficiente de sedimentacao do
VMAS.



2.10, Serologia

2.10.1. Preparo do antissoro

Visando a producdo de antissoro contra o VMAS,
foram feitas injecdes do virus purificado, em coelho de cor
preta, do sexo feminino, pesando aproximadamente 3 Kkg.

Foram efetuadas 3 injecdes a intervalos de
5 dias, i1njetando-se 0,586; 0,51 e 0,56 mg, respectivamente de
virus purificado. A primeira injecdo foi efetuada de forma in
travenosa, seguida por outras duas intramusculares, com o an
tigeno emulsificado em igual volume de adjuvante incompleto
Freund (Difco Lab. Detroit, Mich., U.S.A.).

Efetuaram-se 4 sangrias, a primeira, 20 dias
apés a iInjecao inicial, e as outras 30, 40 e 50 dias, atraveés
de puncdes no coracao, recolhendo em cada vez, 15-20 ml de
sangue, em tubos de centrifuga (30 ml). O sangue foi mantido~
a temperatura ambiente (269C) por 1 hora, e o coagulo descola-
do da parede do tubo, com bastdo de vidro, e conservado a
10-189C durante 24 horas. Centrifugou-se a 5.000 rpm em ro-
tor SS-34, por 10 minutos, recolhendo a fase liquida, em fras-
cos de vidro com tampa plastica, acrescentando-se 2 gotas de
Na-azida a 2% como preservativo, e conservando-o em congelador
(- 790) .

2.10.2. Testes seroldgicos

Nesse trabalho, utilizou-se o método de dupla
difusdo em agar gel durante os testes seroldgicos.

O agar gel originalmente relatado por Gooding
8 Bing (1970) constituido de 0,8% de agar nobre (Difco
Labs.), 0,5% de sodio dodecyl sulfato (SDS) (Sigma Chemical



Co., St. Louis, Mo., U.S.A.), e Il de azida de sdodio (Sigma
Chemical Co.), foi preparado de acordo com o método de Purcifull
8 Batchelor (1977), adicionando 2 g de agar nobre em 150 ml de &a-
gua destilada, autoclavando a 1209C por 5 minutos. Ap0s a autocla
vagem, adicionaram-se 2,5 g de azida de sodio dissolvida em 25 ml
de agua destilada, completando o volume para 250 ml pela adicao
de 1,2S g de SDS dissolvidas em 75 ml de agua destilada quente. O
agar gel, foi distribuido em placas de vidro (16 ml/placa) previa
mente tratadas com o,ll de Formvar em cloroférmio, e apdos a soli-
dificacdo do mesmo, as placas foram colocadas em sacos plasticos
e mantidas em camara fria, para usos posteriores.

A8 placas com agar gel foram perfuradas em orifici
os de 5 mm de diametro, consistindo de um central, circundado por
outros seis de igual diametro e distanciados de 4 mm, segundo es-
quematizacao pré-estabelecida

utilizando-se como antigenos, suco de coentro e de
diferentes cultivares de salsdo, tanto sadios quanto iInfectados e
virus purificado, sem tratar ou tratados nas concentracdes finais
de 0,5; 1,0 ou 1,51 de SDS, foram efetuados testes para se verifi
car as condicdes Otimas das reacdes seroldgicas, testando-se '
como controle, soro normal. Por outro lado, extratos de plantas
de coentro e salsdo infectadas com o VMAS foram usados em testes
com o antissoro produzido contra o WCeMV, fornecido pelo Dr. R.
Grogan e Sr. K. Kimble da Universidade da California, Davis, Cali-
fornia, U.S_A. Da mesma forma que materiais de salsdo e salsa co
letados em condicdes de campo no Distrito Federal, com suspeita
de estarem iInfectados com o VMAS, foram testados tanto contra 0
antissoro produzido para este virus, quanto para o do WCeMV.

Na determinacdo do titulo do antissoro contra 0
VMAS e contra a proteina normal da hospedeira, foram feitas di-
luicdes até 1:16 do antissoro em albumina de ovo a 51
(Calbiochem, San Diego, California, U.S.A. ), dissolvida em
solucédo salina (0,851 de NaCl). O0s antigenos utilizados, fo-
ram preparados através da maceracdo de 1 g dos tecidos iInfectado
ou sadio, em 1 ml de solucédo de SDS a 31, Tiltrando-os em
gaze. Quando se usou virus purificado, adicionou-se igual volu-

me de solucédo de SDS a 3l.



Os antigenos foram distribuidos no orificio central e as di
luicbes do antissoro nos periféricos.

As placas foram mantidas em camara Umida
a temperatura ambientete as leituras efetuadas a partir de
2 horas, com auxilio de uma fonte de luz refletida na parte
inferior das mesmas .

2.11. Comparacao entre cultivares de
salsdo quanto & susceptibilidade ao

VMAS, em condicdes de campo

Plantas de cultivares ’Florida 2-14", °’Fio
rida 683 strain K* e ’'Tall Utah 52-70 strain R e H", foram
produzidas em sementeiras e transplantadas para vasos de alu
minio em casa-de-vegetacdo, inoculando-as mecanicamente num
estagio de desenvolvimento de 4-6 folhas, utilizando-se co
mo fonte de inoculo plantas de coentro, comprovadamente in-
fectadas. As plantas foram mantidas sob estas condicdes por
um periodo de 30 dias, apés o qual foram transplantadas pa-
ra o campo, no espacamento de 0,50 x 0,50 m, em canteiros '
de 2,0 x 2,0 m, com 4 linhas por canteiro, submetendo-as a
idénticos tratamentos, como sejam: utilizacdo do mesmo ti-
po de solo, uniformidade na irrigacao e adubacao, e aduba -
coes semanais complementares, por cobertura, com o0 adubo
"Ouro Verde'", na dosagem recomendada de 6 g por litro de
agua. Um numero igual (6 plantas) de plantas de cada culti-
var foi deixado como controle.

A avaliacdo dos resultados foi efetuada
130 dias apdés o transplantio para o campo, através da pesa -
gem das plantas sadias e das iInfectadas, cortadas 2 cm do
coleto, severidade dos sintomas e ensaio de iInfectividade em
C. quznoa Willd.,pela contagem do numero médio de lesbes
locais por folha.



2.12. Ocorréncia do VMAS em campo no Distrito
Fe deral

Efetuaram-se diversas amostragens em nucleos ru
rais do Distrito Federal,visando verificar a incidéncia do
VMAS em condicbes de campo. Para isso, coletaram-se di
versas amostras de Umbelliferae, com suspeita de estarem iIn
fectadas com o virus. A deteccdo foi feita através de tes
tes de dupla difusdo em agar gel, bem como, por meio de en-
saios de infectividade em coentro e em C. amaAanXZcofoA. e
por meio de microscopia eletroénica.



3. RESULTADOS

3,1. Transmissdo do VMAS

3.1.1. Transmissao mecanica e iIinfec-
tividade

Além do isolado inicial do virus, utilizado
neste ensaio, outros isolamentos foram testados, em diferen -
tes oportunidades, de salsdo obtidos em diferentes fontes, u
sualmente procedentes de S&o Paulo. Em algumas ocasioes,
contudo, o VMAS foi recuperado de salsa e salséo cultivados
no Distrito Federal e, em todos os casos, o0s resultados fo-
ram bastante semelhantes.

0 VMAS foi facilmente transmitido, mesmo quan-
do se variou o pH do tampdo fosfato desde 6,5 a 8,0, e a mo-
laridade de 0,001 a 0,2 M. No entanto, maior infectividade

foi registrada nas molaridades de 0,001 a 0,02 M em pHs de
7,0 a 7,5. Aparentemente, o melhor tratamento foi aquele
em que se usou 0,001 M, pH 7,5 (Tabela 4).

O armazenamento de folhas de coentro em ca-
mara fria (10-18°C) e congelador (-7°C), ainda conservou
a infectividade do VMAS por 12 dias, embora reduzindo-a sensi
velmente. 0 material mantido em camara fria, permaneceu

mais infectivo até o 89 dia em comparacdo com aquele guar-
dado em congelador, em que com apenas 4 dias, a iInfectividade
foi reduzida bruscamente (Tabela 5) .

Quanto & distribuicdo do virus na planta infec

tada, a mailor concentracédo foi detectada no limbo foliar, se-



Tabela 4. Efeitos da molaridade e do pH do tampdo fosfato na
infectividade do VMAS.

Molaridade

PH

0,001 0,002 0,01 0,02 0,1 0,2 Média
6.5 64,08 113,0 39,0 133,0 49,0 41,0 73,2
7.0 174,0 142 0 171,0 197,0 99,0 44,0 137,8
7.5 4370 221,0 332,0 201,0 137,0 28,0 226,0
8.0 146,0 220,0 154,0 65,0 61,0 25,0 111,8
Média 205,3 174,0 174,0 149,0 86,5 34,5

(@) - Numero médio de lesbes locais por folha (média de cinco
folhas) de C. amMMitlc.otolt Coste & Reyn.



Tabela 5. Efeito do armazenamento de folhas de coentro em
congelador e camara fria, sobre a infectividade do

VMAS. .
Periodo de Armazenamento
Tratamento (Dias)
4 0 12
Congelador (- 79 0 23(a) 77 10
Camara Fria ((10-109 C) 170 319 13

(@) - Numero médio de lesbes locais por folha de C. am(Vwa\fic..0&)fL
Coste & Rayn.



guido pelo peciolo, hipocotilo e raiz, quando se testou
como fonte de inoculo, tecidos respectivos da mesma planta
de salsao e coentro.

3.1.2. Transmissdo do VMAS por afidios

Quando se variou o tempo de aquisicao na fon
te de inéculo, e o nudmero de afidios por planta-teste, foi
comprovado que o VMAS é transmitido de maneira ndo circulati
va por Mijzuo pcA™Zcac Sulz., uma vez que, com apenas um pe -
riodo de acesso de 1 minuto, na fonte de inoculo, foi 0
afidio capaz de transmitir este virus (Tabela 6) .

Em testes posteriores quando foi dado um je-
jum prévio de 60 minutos e um periodo de alimentacao de 30
minutos, tanto na fonte de indéculo, quanto na planta- teste,
transferindo-se 10 afidios para cada uma de 10 plantas de
coentro, observou-se que somente M. pc.ttit.ca.e. transmitiu
o VMAS, ja que Aphz-6 ”"abae 6ofanezZZa Theob. foi Incapaz
de fazé-lo. A eficiéncia de transmissdo do VMAS pelo Mi/zuo
pe™4xcae foi de 60% (6 plantas infectadas em um total de
10 testadas).

3.1.3. Transmissao por unido de tecidos

Os testes de transmissdo por unido de teci-
dos, mostraram que o VMAS foi capaz de passar de plantas in
fectadas de coentro,mas ndo de salsdo, para plantas comprova
damente sadias da primeira espécie, quando utilizaram-se
os métodos de enxertia por "garfagem” e "mamadeira’.



Tabela 6. Transmissao

do VMAS por Myzud peMAccce. variando o periodo

de aquisicdo na fonte de inoculo e o numero de afidios

por plantas.

Nimero de

Afidios

por plan

ta-teste 1 min
1 0/4 (a)
3 2/4
9 2/4

(a) - Numero de plantas
inoculadas.

Acesso de Aquisicao

2 min 10 min 1 h 24 hs 48 hs
0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
3/4 0/4 074 0/4 1/4
3/4 0/4 0/4 0/4 0/4

de coentro infectadas por numero de plantas



3.2. Propriedades fisicas "in vitro"

0 ponto termal de inativagcdo do VMAS em suco

de plantas infectadas ficou entre 45 e 50*C, ao mesmo tem
n n e -m* L=

po em que permaneceu infectivo a diluicédo de 10 , mas nao
a 10-4, e a iInfectividade foi mantida por 5 mas né&o 6

dias, quando o suco foi armazenado & temperatura ambiente
(24-26¢C) e por 18, mas nao 19 dias, quando armazenado a tem

peratura de 4-59C.

3.3. Circulo de hospedeiras e sintomas

3.3.1. Circulo de hospedeiras

Das 17 familias de plantas inoculadas mecanica -

mente, apenas duas, Umbelliferae e Chenopodiaceae, foram
infectadas com o VMAS.

A Tabela 7 mostra que somente 3 de 7 espécies
de plantas pertencentes & familia Umbellifetae testadas,
incluindo 5 cultivares de salsdo e 2 de salsa, foram infecta
das, sistemicamente, ao passo que, de 56 espécies, com
suas respectivas variedades e cultivares, de plantas nao
Umbelliferae, apenas C. CLmananticoton. e C. quLiYtoa. foram

susceptiveis ao VMAS.



Espécies e Cultivares

AMARANTHAJ2EAE

Amaranthua ap
Gomphrena globosa L.

APOCYNACBAE

Dianthua caryophyllee
CHENOPOD I AéEAE

Beta vulgaria L.

Chenopodium quinoa lilld. 1.1
C. arnaranticolor Coste 5 Reyn 1.1
C. nurale L..

Spinaaea oleracea L.

COMPOS ITA
Laetuca cativa L. ~Manteiga“
"E, Tower™,- "Baba", "Brasil 48*

Zinnfa elegane Jacq-
Bidens piloea L.
Emilia aonchifolia
CKicorium intybua
Chiaorium endivia
Melianthus annuus L.
Cal engula officinalee
Callistephue chinensis
Daklia variabilia Dasf.
Centaurea cyanus L.
Sonchus oleraceue L.

CRU.CI FERAE

Baphanua sativus L.

Braeeica rapa L.

B. oleracea var. acephala L.
"Hukussou®", “Gongarsol*
oleracea var captata L.
oleracea var botrytis L.
oleracea var italica L.
chinensis L. “Kekyu hakussal*
. jur.oea Coss.

Eruca nativa Mill.

Lepidium aativum L.

CUCURVITACEAE

Cucurbita pepo L.
Cucumis sativuB L.
C. melo L.

EUPHORB IACEAE

Euphorbia prunifolia Racq.
GRAMINAE

Zea maye L.

W wwmwwm

"Chicago pickling*

Resultados

Espécies e Cultivares

LEG.UMIN(OSAE

Vigna unauiculata Walp. "Serido*

Resultados

Pisun sativum L. “Torta gigante *, 'Tor.fl.roxa-

Glycine max (L.) Merr.

Crotalaria juncea L.

Cassia occidentalis L.
Psophocarpus tetragor.olobus(L.) DC.

MALVACEAE

Malva parviflora L.
Sida rhombifolia L.

Sida nicandra
Hibiscus eeaulentue L.

NYCTAGINACEAE
nMirabilis jalapa L.
PLUMBAG INACEAE
Uelichryeum bracteatum
PORTULACACEA

Portulaca oleracea L.
SOLANACEAE

nycoperaiccn esaulentum Mill. "St- Crus
"Bony best'

Nicandra phisaloidee Gaertn.

Nicotiqgna glutinosa L.

N. debney Domin

N. sylvestria Spcgazzini 5 Gomes

N. tabbacum L. ’TNN?, “Turkish®

Physalis floridana Rydb.

Solanum nigrum L.

Datura stramonium L.

Capsicum annuum L. “AG-10", “Doce
monstruoso®, ’Mogi das Cruzes”®,
"Rei dos Rubis

UMBELLIFERAE

Apium graveolens var.duloe L.
"Processor .3 ”, "Tall Utah S2-70
strain R e H”?,"Florida 683 strain K"
“"Florida 2-14

Aracacia xanthorryza

Conium “soulo™Ni

Coriandrum sativum L.

Daucus carota L.

Petroselinum sativum Hoff.

’Moss Curled®, ’Plain”

Foeniculum vulgare

s%st..mosaico
. )

tt *

sist. .mosaico

sist. .mosaico
o «r



3.3.2. Sintomas

Familia Chenopodiaceae

Che.nopodjam ama”antlcotolJi Coste f Reyn -
excelente indicadora produzindo lesGes locais clorodticas a
partir do 4’ dia da inoculacdo, tendendo a necrdticas poste-
riormente (Fig. 1-B).

C. qutnoa Willd. - pela mesma forma reage
a iInfeccdo do virus com lesdes locais clordoticas (Fig. 1-A)
5 a 6 dias ap6s a inoculacao.

Familia Umbelliferae

Cofitand/ium Aattvatn L. (Coentro) - Revelou-se
uma das melhores hospedeiras para a multiplicacdo sistémica
do VMAS, exibindo sintomas tipicos de clareamento de nervu
ras a partir do quarto dia da inoculacao (Fig. 1-C), pos-
teriormente distorcdo e reducdo na area foliar, encurtamento
dos entrendés (Fig. 2-A), com consequente reducdo do cresci -
mento da planta (Fig. 2-A, 2-B). Nas folhas inoculadas apa
recem manchas clordticas (Fig. 2-B),as quais coalecem pro
vocando uma clorose generalizada destas folhas, da planta
toda, e morte a partir do décimo quinto dia da inoculacéo
Quando a planta destina-se a purificacdo, deve ser inocula-
da num estagio de maior crescimento, jad que do contrario ,
morre em poucos dias, ndo produzindo material suficiente.

Pe.tn.oAe.tinum Aativum Hoff. (Salsa) - Ambas
cultivares testadas, "Moss Curled® e “Plain”, apresentaram
clareamento de nervuras, distorcédo, afilamento e reducéo
do limbo foliar, com areas clordticas tendendo acompanha
rem as nervuras, mosqueado a mosaico (Fig. 1-D, 2-0C). Como
consequéncia.provoca reducdo no crescimento da planta.



Fig. 1 - Sintomas locais e sistémicos induzidos pelo virus
do mosaico amarelo do salsédo: A) lesbes locais cloro
ticas, em Che.nopodlu.rn qgatnoa; B) lesfes locais cloro
ticas com centro necrotico, em C. ama/tantic.oiofL;
C) sintomas sistémicos iniciais de clareamento de
nervuras em Co/iZancbium D) areas clordticas,
geralmente, ao longo das nervuras, mosgueado a mosal
co e deformacdo foliar em Pe.t*olef.Znum sativum; E)
areas clordticas sistémicas ao longo das nervuras,
enrrugamento dos foliolos, mosqueado a mosailco e
deformacao foliar em ApZum L. var. dufce.






ApZum g~aveoZen-6 L.var dufce (Salsdo) - Os
primeiros sintomas sado manifestados 4-5 dias ap6s a inocula -
cao, através de clareamento de nervuras, e enrrugamento dos
foliolos jovens. Posteriormente, os sintomas evoluem para
um mosqueado proeminente ou leve mosaico (Fig. 1-E, 2-D). No
estagio mais avancado da doenca, os faliolos tornam-se estrei
tos, torcidos e enrolados para cima, com reducdo na area foli
ar e no crescimento da planta.

Todas as cinco cultivares testadas sob condicdes
de casa-de-vegetacdo e campo, fToram infectadas, com variacOes
na severidade dos sintomas de cultivar para cultivar. Destas,
a cultivar T"Florida 683 K" portou-se com maior tolerancia ao
virus,exibindo sintomas bastante leves ou mesmo,apresentando-
se sem sintomas. Paralelamente, a concentracdo do virus era
baixa, a julgar pelo reduzido numero de lesbes que aparecia
nas C. quZnoa. Willd. 1inoculadas, usando-se esta cultivar, in
fectada pelo VMAS, como inéculo.

3.4. Microscopia eletrbdnica

Particulas alongadas e flexiveis (Fig. 5-A) fo-
ram consistentemente visualizadas através de método "leaf
dip”, em tecidos infectados,experimentalmente, de coentro,sal
sdo, salsa, C. quZnoa e C. amiui.antic.02.0K, bem como nas amos-
tras de salsado e salsa, naturalmente infectadas pelo VMAS, em
condicdes de campo.

Tomando-se o0s virus S da batata (PVS) e Ilatente
da couve (VLC) como padrdo, e medindo-se cerca de 230 particu
las, em cada caso, o comprimento normal do VMAS, baseando-se
na curva de distribuicdo, foil de 758 e 764 nm, respectivamen-
te (Fig- 3) .

Tecido foliar de coentro e salsédo i1nfectados me-
canicamente e de salsa e salsdo coletados em campo no Distri-
to Federal, quando examinados, através de seccOes ultrafinas
ao microscopio eletronico, mostraram a presenca de inclusbes”
lamelares, tipicas da infeccao com potyvirus



Fig.

2

Sintomas foliares sistémicos, e reducdo de crescimen
to em plantas da familia Umbelliferae A) distorcéo,
enrolamento de foliolos, encurtamento de entrends e
reducao na area foliar e no crescimento de de
Cofiiandftum iaZivum; B) manchas cloroticas em folhas
inoculadas e clorose sistémica de folhas jovens, re-
ducdo no crescimento de planta inoculada, comparada
com planta sadia de Coftiandfium iaZivum; C) manchas
cloroticas e areas cloroticas ao longo das nervuras
em PeZfcoie.£.inum iaZivum, i1nfectado com o VMAS em
condicbes de campo; D) manchas cloroticas e mosaico
em Apium gfiaveofe.ni var. duZ.ce., infectado em condi-
¢cbes de campo no Distrito Federal.






Fig.

3 - Diagrama de distribuicdo de mensuracdes de particu-

las do virus do mosaico amarelo do salsédof------- ),
do virus latente da couve (---) e do virus S da
batata (-0-0-) , determinados a partir de prepara

cboes "leaf dip". AA’ indica a serie tomando como

padrdo o virus latente da couve (VLC) e BB' o virus
S da batata (PVS).



COMPRIMENTO DAS PARTICULAS (nm)



(Fig. 4-B, 4-C, 4-D) e de inclusbes intranucleares Tfibrosas
caracteristicas do VMAS (Fig. 4-A, 4-B, 4-0).

3.5. Microscopia oOtica

Ao se examinar material infectado de coen
tro e salsa ao microscoépio Otico, constatou-se a presenca
de inclusbes fibrosas no interior do nucleo, tomando um
aspecto enovelado e acompanhando a periferia do mesmo (Fig.
4-C). Pelo método de coloracao empregado, nao foi possivel
visualizar inclusbes lamelares no citoplasma de células de
tecidos infectados das duas hospedeiras mencionadas.

3.6. Purificacdo do virus

Na multiplicacdo sistémica do VMAS para
a purificacao, utilizaram-se plantas de coentro, as quais
apresentavam elevada concentracdo de virus. Embora o suco
de salsdo tenha sido clarificado com maior facilidade, a

concentracdo do virus no extrato foi mais baixa nesta hospe-
deira, confirmando resultados dos testes de recuperacéo.
Quando se testou por iInoculacdo mecanica, di
ferentes partes de uma mesma planta, a maior concentracao do
virus, foil detectada no limbo foliar, seguido pelo peciolo,
hipocétilo e raiz, entretanto, ndo se devem usar raizes, nem
tecidos lenhosos, pela presenca de taninos, gomas, acidos
ou enzimas oxidativas, que segundo Brakke (1967), séo
os materiais de plantas, mais comuns, que interferem com vi-
rus. Por outro lado, a pratica de se guardar material infec
tado em congelador (-7"C), para ser usado na purificacao ,
ndo é recomendavel para o virus em estudo, pois provoca
a 1nativacao do mesmo, com perda de infectividade, durante



Fig.

4 - Micrografia eletronica de seccOes ultrafinas de

tecidos de plantas infectadas pelo virus do
mosaico amarelo do salsédo: A) salsao; B) salsa;
C-D) coentro. Observa-se inclusbes lamelares
(i) , mitocondrias (m), cloroplasto (p), parti-
culas de virus (v) no citoplasma, e inclusdes
fibrosas (if) no ndcleo (n) . A insercdo em A,
mostra inclusbes fibrosas em corte transversal
ao microscopio eletrénico. Em C, a insercao i-
lustra inclusbGes fibrosas acompanhando a periff
ria do nucleo, vistas ao microscopio Otico, em
epiderme de coentro colorida com a mistura de
agua, ‘'‘calcomine orange™ a 5t e "luxol brilhant
green™ a I°, na proporcao de 1:1:8. Quando
nao indicado, cada barra da micrografia corres-
ponde a 1 um.






0s processos de congelamento e descongelamento do material.

Durante a purificacdo, foram obtidos
melhorias substanciais e progressivas nas varias tentativas
empregando o método desenvolvido nesse trabalho. Inicial -
mente, as preparacfes apresentavam-se com concentracdes re
duzidas e contaminadas com material da hospedeira. A medi
da que eram feitas modificacdes em algumas etapas, resulta-
dos positivos eram conseguidos, melhorando a concentracao
e 0 grau de pureza das mesmas, chegando-se finalmente, a
obter preparacdes com elevado grau de pureza.

A solucao tampao de 0,165 M de NazHPON
e 0,018 M de Na-citrato com 0,5% de 2-ME, pH 8,6 , foi
mais eficiente na extracdo do virus e pela adicédo de
2-ME a 0,1%, 0,001 M de Na-EDTA ou 0,5 M de uréia no tam-
pdo, ndo observaram-se modificacfes ou efeitos positivos a-
dicionais na extracao.

Quando se usou cloroférmio na clarifica-
cdo do suco, bem como em clarificacdo adicional ao método
de gel de fosfato, baixa concentracdo de particulas foi ob
servada em preparacdes examinadas ao microscopio eletroénico,
possivelmente em decorréncia da tendéncia de agregacao das
mesmas, acentuada pela influéncia do cloroférmio, provocan-
do a precipitacao juntamente com o material da hospedeira.
Entretanto, em termos de clarificacao do suco, este foi um
dos métodos mais efetivos, com obtencdo de preparacdes bem
clarificadas. Desde que se encontre uma formula para redu-
zir Oou prevenir a agregacao, este, juntamente com o de
n-butanol seria um método recomendavel. 0 método de clari-
ficacdo com n-butanol, com centrifugacdo a 4.000 rpm logo
em seguida, foi o melhor método, através do qual, se con-
seguiu eliminar contaminacdo com material da hospedeira :
bem como, obter-se preparacdes com concentracdes mais eleva
das em todas as tentativas, uma vez que preparacdes usan-
do gel de fosfato, ainda apresentavam-se contaminadas e com
concentracdes pouco mais baixas.

O processo de concentracdo do virus por
ultracentrifugacado, foi mais eficiente que por precipitacao



com PEG, proporcionando preparacdes mais concentradas.

0 virus foi recuperado do precipitado
de primeira baixa centrifugacdo de 7.000 rpm, apés a clarifi
cacdao, Tato que sugere uma forte tendéncia de agregacao e

precipitacido do VMAS, Sendo assim, em tentativas posterio -
res, reduziu-se a rotacao para apenas 4.000, com bons resul-
tados .

Em tentativas utilizando-se o método de
purificacdo desenvolvido nesse trabalho, obtiveram-se prepa-
racfes com excelentes concentracdoes de virus e livres de
contaminacfes com materiais da hospedeira, com a banda sendo
formada no gradiente de densidade de sacarose a 1,9 a 2,4 cm
abaixo do menisco. A Fig. 5-B ilustra uma preparacédo purif_i
cada por este método, embora as ultimas purificacfes tenham
sido bastante superiores a esta. Pelo método, 13,15 mg de

virus purificado foram recuperadas de 1 kg de folhas de
coentro. Através do método de Shepared 8 Grogan (196 7a), re
cuperou-se virus em baixas concentracdes, engquanto que a

tentativa utilizando-se o método de Tomlinson 8 Ward (1978),
foi totalmente insatisfatoria, ndo se observando particulas
ao microscopio eletrbdnico.

Ensaio de infectividade através de inocu
lacdo mecanica em C. a.ma.na.nti.cotofi, nas concentracoes de
39 e 3,9 jug/ml de uma preparacdo purificada por este méto-
do, verificou ser altamente infectiva.com um numero médio
de lesbes locais por folha (média de 5 folhas) de 364 e 23,
respectivamente.

3.7. Purificagcdo de inclusbes

Pelo método de purificacdo de inclusdes,
foram obtidas inclusbes lamelares caracteristicas dos poty -
virus, embora em baixas concentracdes, entretanto, observou-
se um fato curioso, quando utilizou-se a ressuspensao do
precipitado formado apdés centrifugacdo a 7.000 rpm por


infectiva.com

20 minutos, depois da clarificacdo do suco com gel de fosfa
to. Juntamente com inclusdes lamelares, grande quantidade
de particulas virais apareciam em agregados, conforme mi-
crografia eletréonica (Fig. 5-C), fato ndo observado em
centrifugacdes a 4.000 rpm por 10 minutos.

3.8. Propriedades fisicoquimicas

3 .8.1. Espectrofotometria de luz ultra-
violeta

0 espectro de absorcdo ao ultra-violeta de
uma preparacdo purificada, foi tipico de nucleoproteina, com
picos maximo e minimo a 265 e 245 nm, respectivamente (Fig.
6 ).

A relacao de absorcéo, A280/260 £ol °’842
indicando um conteddo de &cido necléico em torno de 5,5-

6,0% ( Layne, 1957).

3 .8.2. Coeficiente de sedimentacao

Em gradiente de sacarose, ap0s a centrifuga-
¢do, o0 virus formou uma Unica banda a 2,3-2,6 cm abaixo do
menisco (media de 2,45 cm). Tomando-se como padréo o ™MV
com(coeficiente de sedimentacdo de 187 S (Brakke, 1958), ob-
teve-se um valor estimado 132,7 S para o VMAS.



Fig.

5 - Micrografia eletrbénica de particulas do virus do

mosaico amarelo do sals&o: A) preparacao 'leaf dip”
de coentro infectado pelo virus do mosaico amarelo
salsdo; B) preparacao purificada do virus do mosail-
co amarelo do salsdo, contrastada com silicotumgf
tato de soédio; C) agregado de particulas do virus do
mosaico amarelo do salsdo, obtido pelo método de
purificacdo de inclusbes. Cada barra na microgra
fia, quando nado indicado, corresponde a 1 um.
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3.9. Serologia

Na determinacdo do titulo do antissoro pelo
teste de dupla difusdo em agar gel com SDS a 0,5%, em todas
coletas efetuadas, a partir do 20’ dia da primeira iInjecao |,
ocorreram reacdes especificas, entretanto, aquelas efetuadas
a 40 e 50 dias, apresentaram titulos mais elevados, formando
linhas de precipitacdo mais fortes e nitidas ate a diluicéo
de 1/4, quando testadas contra sucos infectados de coentro,
salsdo ou virus purificado, o mesmo ndo ocorrendo com suco
sadio em qualquer das diluigcdes do antissoro efetuadas, quan
do os antigenos foram tratados com 1,5% de SDS. Da mesma
forma, soro normal™ testado contra suco sadio e infectado
de coentro e salsdo, ndo mostrou qualquer linha de precipita
cao.

utilizando-se como antigenos suco de folhas
sadias e infectadas de coentro e salsdo ou virus purificado,
tratados ou n&o nas concentragdes finais de 0,5 » 1,0 ou 1,5.1
de SDS, observou-se em todos os casos, a formagcdo de [linhas
de precipitacdo, tanto com suco de plantas infectadas quan-
to com virus purificado., e nenhuma reacdo especifica com su-
co sadio (Fig. 7). O tratamento com 1,5% de SDS, foi o que
apresentou resultados mails consistentes, mostrando reacgbes '
de precipitacdo mais nitidas. Contudo, quando se usou, prin
cipalmente, suco de salsdo sadio ou infectado, observou-se a
formacdo de uma linha ndo especifica entre os orificios pe-
riféricos contendo principalmente sucos de salsdo e salsa
bem como,proximo a parede voltada para o orificio central

Este fato, entretanto, ndo prejudica a leitura dos resulta -
dos, ja que é formada uma linha bastante nitida entre 0
suco iInfectado e o antissoro, nao verificando-se 0 mesmo com
suco sadio. Para evitar este problema, as leituras devem
ser efetuadas a partir de duas horas apds, periodo no qual
Ja sdo observadas resultados satisfatorios, ndo recomendan-
do, por outro lado, efetuarem-nas depois de 8 horas.
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Fig. 6 - Espectro de absorcdo ao ultra-violeta de uma prepara
cao purificada do virus do mosaico amarelo do salsao.



Fig.

7

Imunodifusdo em agar gel contendo SDS, usando an-

tissoro preparado contra o virus do mosaico amarelo
do salsdo (orificio central) e sucos de: a) ApZum

g/taveoZendé L. var. duice. infectado; b) ApZum

g/iaveoZendé L. var. duZce, sadio; c) C od-canddam

Aativiim L., sadio.



43



Utilizando-se como antigenos, suco de plantas
infectadas com o VMAS e sadias de coentro e salsao ou VMAS
purificado, tratados com SDS na concentracdo final de 1,53,

para testar o antissoro para o WCeMV, observou-se a forma
cdo de linhas de precipitacdo especificas fraca com o suco
de plantas infectadas e virus purificado, bem como reacao

ndo especifica com suco sadio de salsdo e coentro.

3.10. Comparacao entre cultivares de salsao quan-
to & susceptibilidade ao VMAS, em condicbes
de campo

A tabela 8 mostra uma variacdo na susceptibilida-

de das quatro cultivares de salsdo infectadas através de
inoculacdo mecanica com o VMAS e testadas em condicbes de
campo. A cultivar “Florida 2-14" seguida pela "Tall Utah

52-70 strain R" apresentaram-se com sintomas mails severos
e com maior reducdo de peso, ja a cultivar “Florida 683
strain K" portou-se com maior tolerancia ao mesmo, exibindo
sintomas bastante leves, ou mesmo sem sintomas, contudo, ain
da apresentando reducdo no peso de suas plantas. Paralela -
mente, a concentracdo do virus foi mais baixa nesta cultivar
e mais elevada em “Florida 2-14, a julgar pelo numero meé-
dio de lesdes locais por folha de C. qui.noa, inoculadas , u-
sando-as como inéculo.

3.11. Ocorréncia do VMAS em campo no Distrito
Federal.

Através de microscopia eletronica e de testes de
dupla difusdo em agar gel, em amostragens efetuadas nos nu
cleos rurais do Distrito Federal, o VMAS foi detectado em
3 de 5 amostras de salsdo e nas 5 amostras de salsa, com sus



Tabela 8. Efeitos do VMAS sobre cultivares de salsao, em condicbes de campo
~ Peso Me- Altura Me- Numero :
Cultivares dio (g)/Planta dia (cm)/Planta Mgglo Se?/eg:edade
Infectada Sadia Infectada Sadia les./fl. Sintomas
‘Florida 2-14' 222,1 554,2 28,7 394 3214 (a) ttt+<h)
"Tall Utah 52-70 str.H' 359,4 532,7 33,0 38,0 250,4 +t
"Tall Utah 52-70 str.R’ 362,0 651,8 34,0 48,0 252,7 tt+
'Florida 683 strain K 382,7 607,7 28,5 39,0 64,0 +
(@) - Numero médio de lesbes locais por folha de C. quinoa. Wiild.

(b) - + a ++++ = escala dc severidade de sintomas,

do menos para o0 mais severo.

Reducéo
no
Peso

(D

59,9
32,5
44,5
37,0



peita de estarem infectadas com o virus, revelando assim,
a incidéncia do VMAS em condicdes de campo em Brasilia. 0
antissoro mostrou-se altamente eficiente da deteccdo do vi-
rus, resultados confirmados através de ensaios de infectivi-
dade, por 1inoculacdes mecanicas, em C. ama™antzcotoA. e
coentro.

Para fins de diagnostico e para mailor se-
guranca, recomenda-se dilui-lo, a apenas 1/2,apesar do titu-
lo ser de 1/4, podendo o mesmo ser utilizado com tal fina
lidade, em levantamentos de campo.



4. DISCUSSAO

Um potyvirus foi consistentemente recupe
rado, de plantas de salsdo apresentando sintomas de mosaico
amarelo, provenientes de Sado Paulo, bem como de salséao e
salsa cultivados no Distrito Federal.

Os dados sobre citopatologia morfologia
e alguns aspectos de transmissdo, circulo de hospedeiras e
sintomatologia, estdo em acordo com aqueles descritos por
Kitajima 5 Costa (1978), confirmando ser o isolado utiliza-
do neste trabalho, o mesmo VMAS relatado por aqueles autores
em Sdo Paulo.

0 VMAS é facilmente transmiti-do por ino-
culacdo mecanica, quando se usa como fonte de inoculo plantas
de salsao, salsa, coentro e Chenopodtum quznoa, e com al-
guma dificuldade de plantas de C. amaztantzcoton., provavel-
mente, devido & presenca de inibidores ( Bés, 1967;Hollings
1974; Gibbs 5 Harrison, 1976). MyztLA pezi-itcae. & um vetor ban

tante eficiente deste virus, transmitindo-o de forma nao
circulativa, mesmo com acesso de aquisicao de apenas 1 minu
to na fonte de indéculo. Este afidio possui um circulo de
hospedeiras muito amplo, abrangendo cerca de 500 espécies

(Leonard, et. at., 1970), nao estando incluidas nestas, sal-
sdo, salsa e coentro, muito embora, Severin 8 Freitag (1938)
0 tenham encontrado alimentando em sals&o em condi¢bes natu-
rais nos EUA. Esta espécie, pelo se;i diversificado circulo

de hospedeiras, constitui-se talvez no mais provavel disseni.
nador do VMAS, mas em experimentos e levantamentos de cam-
po, no Distrito Federal, s6 foi observada alimentando-se em

salsa ,e em infestacdo natural em telado, em coentro. Por
outro lado, Aphti fiabae, vetor comprovado do CeMV (Smith,
1972), foi incapaz de transmiti-lo, provavelmente, porque

aqueles usados neste trabalho, pertencam & subspécie



Aotanztia (Costa et. af., 1976). Estes dados, contudo, n&o
excluem outras espécies de pulgdes como possiveis vetoras
uma vez que foram encontradas alimentando-se em salsa, pelo
menos duas outras espécies nao identificadas, as quais nao
foram testadas. Nao se pode verificar a transmissao do VMAS
por sementes, ja que o salsdo é uma hortalica de clima tempe
rado, apresentando sob nossas condic¢bes climaticas, resistén
cia 4 floracdo (Campos S Camargo, 1963; Filgueira, 1972 ),
enquanto o coentro,infectado num estagio jovem, morre an
tes de florescer, e se mais desenvolvido, floresce sem pro-
duzir sementes. 0 VMAS pode ser transmitido por enxertia
de plantas infectadas de coentro para sadias da mesma espé-
cie, 0 mesmo nédo ocorrendo quando se enxertou coentro in-
fectado sobre salsdo, possivelmente pela ndo unido de teci -
dos desta hospedeira, por tratarem-se de espécies distintas.

0 VMAS possui muitas semelhancas e algumas
diferencas com o WCeMV (CeMV), além de pertencerem ao gru-
po potyvirus . Possivelmente,seriam membros de um mesmo com
plexo. Seu circulo de hospedeiras é bastante restrito, tal
como acontece com o CeMV (Severin S Freitag, 1938) , infec -
tando exclusivamente plantas das familias Umbelliferae e
Chenopodiaceae. Este fato, ndo suprime a importancia poten-
cial que possa ter o mesmo, uma vez que, salsa, salséo e
coentro sao plantas cultivadas comercialmente e com certa
importancia econdmica. A cenoura, por outro lado, embora a
variedade testada Qéo tenha sido susceptivel ao VMAS, outras
0 poderéao ser, vindo o virus a causar danos substanciais na
producdo, jJa que esta hortalica esta incluida entre as mais
comercializadas no Brasil.

Clareamento de nervuras, manifestado pou-
cos dias ap6s a inoculacdo em coentro, salsédo e salsa, com
0 aparecimento de manchas clordticas em folhas 1ino
culadas, s&o os sintomas mais caracteristicos induzidos pe-
lo VMAS, e sdo similares aqueles descrito para o CeMV.

0 virus possui particulas alongadas e
flexiveis.com comprimento normal de 760 x 15 nm (Kitajima
§ Costa, 1968a, 1978). Nesse trabalho, através da medicao '


flexiveis.com

de 230 particulas, usando-se como padrdes-, o0 virus S da
batata ou o virus latente da couve, obteve-se os valores de
764 e 758 nm, respectivamente. Esta pequena discrepancia '
com relacdo ao valor inicialmente relatado, é perfeitamente'
esperada de uma determinacdao para outra, em funcdo de possi-
veils iInfluéncias da hospedeira, da precisdo de calibracédo na
magnificacdo do microscopio eletrénico, erros nas medidas '
das particulas, além do método de preparacdo de espécimens
(Milne 8 Grogan, 1969) . Da mesma forma, esta em acordo com
aqgela faixa de 760 a 786 nm relatada em diferentes paises

para o CeMV (Purcifull 8 Shepard, 1967; Shepard 8
Grogan, 1971; Smith, 1972; Pemberton 8 Frost, 1974; Kemp
8 Frowd, 1975; Gracia 8 Feldman, 1977).

No estudo dos virus pertencentes ao grupo

potyvirus, tem-se observado a formacao de inclusbes citoplas
maticas em células de plantas iInfectadas. Estas alteracbes
tém sido estudadas ao microscopio otico (Christie, 1967 ;
Christie 8 Edwardson, 1977) e em suco de plantas infectadas”
e seccbes ultrafinas, através de microscopia eletronica ( Ki
tajima, 1968; Edwardson et.aZ., 1968; Christie 8
Edwardson, 1977). Estes estudos sao bastante importantes
do ponto de vista pratico, uma vez que, fornecem dados que
permitem uma rapida diagnose de moléstias causadas por vi-
rus pertencente a este grupo (Edwardson, 1974) .

Inclusbées lamelares citoplasmaticas, foram
consistentemente visualizadas ao microscopio eletronico em
preparacdoes de inclusbes purificadas e seccOes ultrafinas de
tecidos infectados de salsa, coentro e salsdo, iguais aque -
las relatadas para o CeMV. Entretanto, pelo exame ao micros
copio Otico de células epidermais de tecidos de salsa, coen

tro e salsdo, s6 foram visualizadas inclusdes nucleares acom
panhando geralmente a periferia do ndcleo, ja que inclusdes

citoplasmaticas cilindricas ou paracristalinas como as
observadas para o CeMV (Christie 8 Edwardson, 1977), nao
foram encontradas no citoplasma de células infectadas pe-

lo VMAS. Ao microscopio eletrénico, confirmou-se a localiza
cdo intranuclear de tais inclusbes, revelando serem formadas



de agregados de particulas tubulares filamentosas, flexiveis
e refringentes, dispostas lado-a-lado, com cerca de 25 nm
de largura, e possuindo uma zona central menos densa de
ca. 10 nm em diametro, como descritas anteriormente, (Kitaji
ma £ Costa, 1978). Contudo, estas inclusdes diferem daque -
las encontradas para o CeMV (Christie £ Edwardson, 1977) ,
que sao amorfas dispostas no centro do nucleo, nao havendo
mencdo de serem formadas por particulas com tal morfologia.

Segundo Kitajima § Costa (1968b), i1nclu-
sbes iIntranucleares cristalinas ou amorfas como estas do
CeMV, tém sido descritas em tecidos infectados com outros
virus, todavia, ndo ha relato anterior de inclusdes intranu-
cleares de aspecto fibroso, como as associadas ao VMAS. A
facilidade e com que estas inclusbes sao detectadas mesmo ao
microscopio otico comum, tornam-nas um elemento atil, além
dos sintomas macroscoOpicos, para uma precisa e rapida diagno
se das moléstias causadas por este virus.

0 VMAS permanece infectivo no suco de
plantas, quando mantido Zn vZZzo por 5, mas nao 6 dias a
temperatura ambiente, e por 18 mas n&o 19 dias a 4-59C,

z ~

enquanto o CeMV é infectivo até o 69 dia & temperatura am-
biente. 0 ponto termal de iInativacao entre 45-509C para 0
VMAS é inferior a 55-609C para o CeMvV (WCeMV), e ambos per-
dem a infectividade quando diluidos entre 10~" - 10

Embora o método utilizado por Shepard
$ Grongan (1967a), para purificar o WCeMVv (CeMV), com ligei-
ras modificacdes, nédo tenha sido eficiente na purificacdo do
VMAS, em testes de dupla difusdo em agar gel foi observada '’
relacdo seroldgica entre ambos virus, ao se usar antissoro
contra o WCeMV para testar preparacoes purificadas e extrato
de plantas infectadas com o VMAS.

Além do CeMv (WCeMV), aspectos morfologi”
cos e patoldgicos sugerem gue outros virus relacionem-se com
0 VMAS, como é o caso do "celery mosaic virus" descrito na
Alemanha por Brandes G Luisoni (1966) e um virus isolado de
salsa na Franca por Cadilhac ezZ. az., (1972), que produz in-
clusbes intranucleares de aspecto tubular em células infecta



das de salsa. Este ultimo,provoca reducdo no crescimento
e sintomas de amarelecimento, e é considerado estreitamente-
relacionado ao strain D 70 do "umbelliferae virus"™ (Marchoux
et. at., 1971). Embora estes virus tenham algumas semelhan-
cas com o VMAS, além de pertencerem ao grupo potyvirus
e, possivelmente, serem membros de um mesmo complexo, seréo
necessarios estudos adicionails comparativos principalmente '
serolégicos para constatarem-se possivel identidade ou rela-
cionamento com o VMAS.

Nesse trabalho, o coentro mostrou-se exce -
lente hospedeira para a multiplicacdo sistémica do virus, a
presentando elevada concentracdo. Embora o suco de salséao
tenha sido mais fTacilmente clarificado, a concentracao do
virus no extrato foi mais baixa nesta hospedeira.

Membros do grupo potyvirus sao normalmente
dificeis de serem purificados, devido & tendéncia de agrega-
cado da particulas, provocando perdas parcial ou total por
insolubilidade (Delgado - Sanchez § Grogan, 1966; Damirdagh
§ Grogan, 1970; Langenberg, 1973), e baixa concentracao do
virus nos tecidos das hospedeiras (Delgado-Sanchez § Grogan,
1966; Shepherd $ Pound, 1960) e as contaminacfes com nucleo-
proteinas das mesmas (Van Regenmortel, 1964; Langenberg ,
1973), contribuirem para o insucesso de purificacdes dos
membros deste grupo.

Destes aspectos, talvez o que mais influiu
negativamente na purificacdo do VMAS, tenha sido perdas por
agregacao, ja que pelo método de purificacdo de inclusbes
onde usam-se com predominio, baixas centrifugacdes, grande
quantidade de particulas em agregados densos, foi visualiza-

da ao microscopio eletrénico.

Em 1967a,Shepard S Grogan, purificaram 0
"western celery mosaic virus'”, clarificando o suco com cloro
formio, concentrando e purificando adicionalmente por trés
ciclos de centrifugacbes diferenciais e uma centrifugacdo em
gradiente de densidade de sacarose. Entretanto, quando se
usou este método, com algumas adaptacbes, para purificar 0
virus em estudo, conseguiu-se recuperar apenas baixas concen



tracdes. Por outro lado, o método usado por Tomlinson
§ Ward (1978), para purificar o virus do mosaico do nabo,
que pertence ao mesmo grupo, foi inadequado para purificar
o VMAS, sendo todas as tentativas infrutiferas na recupera -
cdo do virus.

Dos métodos tentados, aquele desenvolvi-
do nesse trabalho, e ja descrito, foi indiscutivelmente 0
que apresentou resultados mails positivos, permitindo deter-
minar algumas das propriedades fisicoquimicas do virus, bem
como, produzir antissoro especifico e eficiente na diagnose'
do VMAS. 0 sucesso desse método, se deveu a utilizacdo de
um processo adequado de clarificacdo, eliminando contamina -
cOes com materials da hospedeira, associado & utilizacao
de rotacOes baixas de 4.000 rpm ou inferiores a esta, nas
diversas etapas, 0 que permitiu reduzir o problema da agrega
cdo e precipitacdo das particulas do virus.

O antissoro produzido contra o VMAS,
ndo reagiu com a proteina normal da hospedeira, através do
teste de dupla difusdo em agar gel. Tal técnica € frequente
mente empregada na deteccdo de diversos virus, no entanto
apresenta problemas para virus alongados, os quais difundem
lentamente em agar. Este problema é contornado pela adicao
da detergente, SDS ao melo e ao antigeno (Purciftull
8 Batchelor, 1977), bem como de sédio dibutilnaftalenosulfo-
nato (Leonil SA), ou pela degradacdo alcalina com etanola
mina. Os dois ultimos processos foram utilizados por
Shepard $ Grogan (196 7b) na deteccdo do WCeMV.. A técnica de
dupla-difusdo em agar gel com SDS, foi utilizada neste traba
Iho, com resultados satisfatorios na deteccdo do VMAS, embo-
ra tenham ocorrido reacbes nao especificas, principalmente |,
quando se usou suco infectado de salsédo. O tratamento do
antigeno com este detergente a 1,5%, além do seu uso a
0,5% no agar gel, proporcionou melhores resultados, provavcl
mente por fragmentar mais uniformemente as particulas.

0 antissoro demonstrou ser eficiente
na deteccdo do virus tanto em plantas de salsdo, salsa e

coentro iInfectadas mecanicamente, quanto nas duas primeilras



hospedeiras iInfectadas em condi¢cbes de campo no Distrito
Federal. Dessa maneira, através desse método,o0 antissoro po
dera ser utilizado com valor disgnéstico em trabalhos de le-
vantamento de campo e testes de rotina, na deteccdo rapida
do VMAS.

Com base nos resultados das reacbOes das
quatro cultivares de salsao i1noculadas mecanicamente com 0
virus, e testadas em condicbes de campo, conclui-se que to
das elas em maior ou menor grau, tiveram seu desenvolvimento
afetado pelo VMAS. As cultivares ’Florida 2-14 e "Tall
Utah 52-70 strain R* , tiveram perdas mals severas na produ-
cao da ordem de 60 e 44,51, respectivamente, pelo menos nas
condicbes em que foi executado o experimento. Por outro la-
do, as cultivares T"Florida 683 strain K" e “Tall Utah 52-
70 strain H", mostraram maior toleréncia a infeccdo pelo
VMAS, com perda em peso de 37 e 32,5%, respectivamente.

Embora neste teste preliminar, tenham
sido utilizadas poucas plantas, ficou evidenciada a Importan
cia do VMAS, na cultura do salsdo. Assim, tornaria conveni-
ente, efetuarem-se testes empregando um maior numero de plan
tas, com o acréscimo de outras cultivares, visando detecta -
rem-se fontes de resisténcia com vistas a programas de melho
ramento.

Em levantamentos de campo no Distrito
Federal, o virus foi detectado em culturas de salsdo e sal-
sa, com elevada incidéncia nesta ultima espécie. As plan
tas apresentavam-se com reducdo acentuada na area foliar e
no crescimento, principalmente, naquelas rebrotadas, fato '’
que pode ser atribuido & transmissdo de planta a planta,atra
vés de instrumentos utilizados na coleta das fo.lhas . A
salsa serviria entdao, como fonte de inoculo na disseminacao
em campo do VMAS pelo Mi/zim pe/tdicae, e por outras possiveis
espécies de pulgbes vetoras. No entanto, a iIncidéncia do
virus ainda nao é téo elevada em sals&o no Distrito Federal,
provavelmente, em decorréncia da ndo preferéncia alimentar '
do vetor por esta espécie, em detrimento de outras, pelo

cultivo ndo generalizado desta hortalica no Distrito Federal,



ou ainda pela caracteristica de ser cultura de ciclo curto.

Por outro lado, o virus nao foi detecta
do em cultura de coentro, em condi¢cdes de campo, podendo is-
to estar relacionado com a preferéncia alimentar do vetor
e ainda o fato de que o VMAS quando infecta o coentro, o faz
com grande severidade, causando a morte das plantas em pou
cos dias.

Como estratégias para o controle do
VMAS, poderiam ser recomendadas como possiveils medidas, evi-
tar a pratica do plantio escalonado, iIntercalando outras hor
talicas em periodos alternados, evitando sempre plantar sal®
sdo proximo a plantacdes ja estabelecidas desta hortalica,
bem como de salsa e vice-versa. Como o circulo de hospedei-
ras deste virus é bastante restrito, esta seria uma medida
recomendavel, ja que ndo se tem informacdo sobre a existén -

cia de hospedeiras do mesmo, na vegetacdo espontanea. No
caso particular da salsa, cuidados especials deveriam ser
empregados durante a colheita, deixando as plantas com

sintomas para serem colhidas no final, ap6s o que, procede -
ria a eliminacdo das mesmas. E possivel que haja variacoes
sazonails na incidéncia do VMAS em salsdo, em funcdo da popu-

lacdo de afidios vetores, e assim haveria necessidade de
levantamentos mais frequentes. 0 uso de cobertura repelen-
te, como a casca de arroz (Costa, 1972) na sementeira, e

nos estagios iniciais da cultura, nas épocas de maior inci -

déncia, poderia contribuir também para o controle do VMAS.
Outra medida seria o emprego de cultiva

res que fossem tolerantes ou resistentes ao virus, e neste

sentido, seria altamente recomendavel a procura de fontes
de resisténcia e sua iIncorporacdo em cultivares de boa

aceitacao comercial.



5. RESUMO

O virus do mosaico amarelo do salsdo(VMAS)
é membro do grupo potyvirus, sendo facilmente transmitido por
inoculacdo mecanica, pelo pulgdo Myzui peA-0Zcae. Sulz . |, de
maneira ndo circulativa,e por enxertia. Seu circulo de hospe-
deiras foi bastante restrito, iInfectando plantas das familias
Umbelliferae e Chenopodiaceae. 0s sintomas mais caracteristi
cas induzidos pelo VMAS foram clareamento de nervuras em plan-
tas de salsdo, coentro e salsa, poucos dias apdés a inoculacéo
e manchas cloroticas em folhas inoculadas. 0 VMAS foi intiva-

do em temperatura ambiente ( 24-26°C ) e 4-59C, a 5 e 19
dias, respectivamente, perdendo a infectividade quando diluido
a 1074 ,mas nao a 1075 ¢ quando submetido a temperaturas de

509C, mas ndo 45°C por 10 minutos. Ao microscopio eletronico,
através de preparacboes "leaf dip"”, foram visualizadas particu
las alongadas flexiveis, com comprimento normal de 764 nm, tq
mando como padrdo o PVS. 0 exame de seccOes ultrafinas, mos-
trou a presenca de inclusdes lamelares citoplasmaticas e in-
clusbes intranucleares de aspecto fibroso. Estas s&o facilmen
te detectéaveis em células epidermais, examinadas ao microsco
pio de luz.

0 VMAS pbéde ser purificado, clarificando
0 suco com n-butanol a 8%, concentrando e purificando adicio -
nalmente por 2 ciclos de centrifugacbes diferencials e uma cen
trifugacdo em gradiente de densidade de sacarose. 0 antissoro
produzido contra o VMAS apresentou um titulo mais elevado quan
do coletado 40 e 50 dias ap06s a primeira injecdo do antigeno
Testes de dupla difusdo em agar gel com SDS a 0,5%,submetendo
0 antigeno ao tratamento com SDS a 1,5% foi eficiente na de-
teccdo do virus em suco de plantas e preparacdes purificadas a
té a diluicdo de 1/4 do antissoro, recomendando-se para efeito
diagnostico, dilui-lo a apenas 1/2.



0 VMAS possui algumas semelhancas em suas pro
priedades bioldgicas, fisicas e citopatoldogicas com 0
"western celery mosaic virus'™ descrito por Severin e Freitag
(1938), nos Estados Unidos, além de relacionarem-se serolo-
gicamente e pertencerem ao grupo potyvirus, no entanto, di
ferem em alguns aspectos. Ambos induzem inclusbes iIntranu -
cleares, mas as do VMAS tem aspecto fibroso, enquanto as do
CeMV seriam amorfas. 0 VMAS parece ser mais labil que 0
CeMV, pois tem p.t.i. pouco mais baixo e suporta bem menos o
armazenamento Zn vZZao .

De 4 cultivares de salsdo i1noculadas mecanica -
mente e submetidas a condicOes de campo, todas tiveram seu
desenvolvimento afetado pelo VMAS. As cultivares ’Florida
683 strain K' e ’'Tall Utah 52-70 strain H’, no entanto, apre-
sentaram uma certa tolerancia ao mesmo, a julgar pela menor
perda em peso e quantidade de virus recuperavel.

Levantamentos efetuados em plantacbes de
Unmbelliferae, indicam a ocorréncia do VMAS em culturas de
salséo e salsa no Distrito Federal.



6. SUMMARY

Celery yellow mosaic virus (CYMV), a member of
potyvirus group, could be easily transmitted by mechanical
inoculation, grafting and the aphid, Myzu* Sulz. 1n a
non circulative manner. It had a restricted host range ,

infecting only Umbelliferae and Chenopodiaceae plants.Symptoms
commonly induced by CYMV i1n celery, coriander and parsley were
chlorotic spots on the i1noculated leaves and vein-clearing 1iIn
young leaves. The infectivity of CYMV was lost: after 6 and
19 days 1in crude sap at room temperature (24-269C) and at
4-5°C, respectively; after diluting to 10“*, but not to 10“3;
and after treating for 10 minutes at 50°C, but not at 45°C.
Flexuous, elongated particles with a normal length of Ca. 760
nm were observed in leaf dips prepared from the CYMV-infected
plants. Cytoplasmic lamellar inclusions and fibrous
intranuclear inclusions were found in the CYMV-infected cells
in ultra-thin sections. The intranuclear iInclusions could be
easily detected in epidermal strips with light microscope.

This virus was successfully purified by
clarification of the crude sap with 8% n-butanol, two cycles
of differential centrifugation and one rate zonal density
gradient centrifugation. An antiserum produced against the
purified CYMV was specific and could be used to detect the

virus in crude sap or purified preparation by double diffusion
test in agar gel containg 0.5% of sodium dodecyl sulfate.

The virus resembled western celery mosaic virus
reported in North America in infectivity, transmission,
morphology, physical properties Zn uZZ/1o, serological and

cytopathological properties. However, some differences were
found, mainly on the appearance of intranuclear inclusions and
longevity Zn vZZtlo .
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Under field conditions, the growth of 4 celery
cultivars, mechanically inoculated with CYMV, was greatly
affected in comparison to the non inoculated plants. Among

these 4 cultivars, 'Florida 683 strain K' and 'Tall Utah 52-70

strain H' showed certain degree of tolerance.
A survey made in the green belt of the Federal

District showed that CYMV was commonly found in parsley and

occasionally, in celery.
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