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A280/A260 - absorbéancia a 280 nandmetros sbObre alosorbancia

nanometros.
EDTA acido etilenodiaminotetraacetico
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M.E. microscopio eletrdnico
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(1/715v/V) um para um5 volume por volume
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SN soro normal

M.E. microscopio eletronico

VSG Departamento de Biologia Vegetal
jm microémetro
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1. [INTRODUCAO

O alho (AlIlium sativum L.) e uma liliacea cujos hu.lHos

sdao utilizados cono condimento na maioria dos lares brasileiros.

Com um consumo anual ger capiba superior a quinhentos gramas, o]
Brasil produz pouco mais da metade do alho aqui consumido. Em
1973,0 pais produziu 30.583 toneladas de alho (Fundacéao IBCE,

1975), e importou 27.452 toneladas do produto, num valor superi-
or a vinte o um milhdes de délares (Brasil, Comércio Exterior,
1974).

A baixa produtividade da cultura, 2652 Kg/ha (Fundacédo
IBGE, 1975), tem sido apontada como uma das causas da croénica in
suficiéncia do pais neste produto. Entre as causas determinantes
dos baixos rendimentos da lavoura, estdo as doencas que afetou a
planta, e entre estas, destaca-se, 0 Mosaico do Alho.

O Mosaico do Alho o uma virose conhecida h& mais de
trinta, anos no Brasil (Costa et al#, ,1966). 0O agente etioldgico
da doenca passa através dos bulbilhos e, como o alho se reproduz
VGjetativaQonto através destes 06rgaos, a cada plantio se faz a
perpetuacdo do virus. ITos clones de alho cultivados no estado de
S&o Paulo foi observada a incidéncia da doenca em 100$ das plan-
to,s (Costa et al., 1966), sendo muito provavel que todo alho cul
tivado no pais esteja infetado polo virus.

Nao foram determinados, ainda, 0s prejuizos causados
pelo Mosaico do Alho no Brasil. Porém, na Pranca foi estimada
uma reducdo na produtividade do alho, causada pela doenca, da or
dem de 5 a 15% em clonos tolerantes ao virus o dc 27 a 35% em
clone mais susceptivel (Quiot et al., 1972).

A principal evidéncia de que o virus causador do Mosai
co do Alho seria uma estirpe mais fraca do Onion Yellow Dwarf Vi
rus, agente etioldgico do Mosaico-em-Paixas da cebola, foi con ~

seguida por Brierlcy & Snith (194-6). Esses autores, usando como



fonte do inoculo plantas de alho e cebola com sintomas do mosai-
co e, como plantas-teste 26 variedades do cebola, conseguiram
infetar 19 delas, sendo que os sintomas obtidos foram mais fra -
cos quando o inoculo era proveniente do alho.

A morfologia dos dois virus é muito semelhante ( Costa
et al, 1966), tendo esses autores sugerido a possibilidade de
ser & alho fonte de inoculo do Mosaico-om-Paixas para plantacfés
de sebola pois o virus que afeta esta. espéeie--ndo passa atraveés
de sementes (Melhua et al, 1929).

Porém, os testes de transmissao tem suscitado dudvidas
a respeito da identidade do virus causador do Mosaico do Alho.
Ahlawat (1974)} ndo conseguiu a transmissdo de um virus de alho
para cebola, embora usasse motodr.s mecanico e bioldgico de ino-
culacbes, e nos trabalhos do Cadilhac et al. (1976), a transmis-
sdo do virus revelou-se iInconsistente.

Costa at al. (1966) determinaram o comprimento normal
das particulas do virus do alho que ocorre no Brasil como sendo
764 nanometros, o que 0 enquadra no grupo Potyvirus (Harrison et
al., 1971). Porém, na Franca, foram encontrados dois tipos de
particulas de virus diferentes causando mosaico em alho, dos gru
pos Carla e Potyvirus, respectivamente (Cadilhac ot al, 1976).

A obtencédo de clones de alho, livres de virus e adapta
das ao nosso meio, 6 0 primeiro passo para a determinacao dos
prejuizos da doenca e, se for o caso, iImplantacdo de um programa
visando a multiplicacdo desSe material para substituicdo do alho
infetado.

Visando esse objetivojfoi realizado 0 presente traba -
lho e, pa.ra alcanca-lo, empregou-se a termotorapia - 0 mais im -
portante método para inativar virus do plantas "in vivo" (Nyland
& G-oheen, 1969) - e a cultura de meristomas apicais - Ja usada

com sucesso cm alho (Havranek, 19725 Quiot, _et al., 1972 s Wang &

Huang, 1974).



foram, também, estudados métodos de diagnose do virus,vi
sando determinar os melhores, a serem usados na indexacao das

plantas obtidas ap6s os tratamentos.



Il. MATERIAIS E METODOS

A. Tratamento térmico de MDu.rbi.llios de alho

J?oram tratados bulbilhos de alho dos clones Roxo e Vi-
la Verde. Usaram-se bulbilhos dormentes, como também, com dormén
cia quebrada pela permanéncia por mais de um més em camara fria
a 122C. Os tratamentos foram subdivididos em tres gruposs 1) ca-
lor séco, no qual os bulbilhos, em numero de dez por parcela, fo
ram colocados em placas de Petri forradas com papel toallia e es-
tas mantidas em estuias elétricas nas temperaturas prescritas pa
ra os tratamentos5 2) calor Umido, no qual as placas com os bul-
bilhos foram colocadas em dessecadores de vidro, nos quais fora
substituida a silica gel por agua, para funcionarem como camara
umida, os quais foram colocados nas estufas5 3) agua quente, no
qual os bulbillios foram mergulhados em agua mantida em temperatu
ra constante de um banho-maria. Os tratamentos 1 e 2 foram divi-
didos ainda em calor constante, no qual o material era deixado
permanentemente nas temperaturas determinadas, e calor intermi -
tente, no qual 0 material passava 8 horas do dia nas estufas e
as restantes em temperatura ambiente (22 a 202C). Antes da termo
terapia,os bulbilhos foram submetidos a tratamento com fungici -
das (1,2 g de Difolatan 50, mais 1,2 g de Botran por quilo de
alho). Os bulbilhos umedecidos eraai agitados em um baldo de vi -
dro contendo os fungicidas. Apdés o tratamento térmico de bulbi -
lhos foram plantados em vasos de barro de 15 x 15 cm,em telado,Q
quinzenalmente eram observadas e anotadas as plantas que emer -

giam,bem como se exibiam os sintomas da.virose.

As temperaturas e duracfes dos tratamentos constam dos

quadros com os resultados apresentados adiante.



B. Cultura cie meristemas apicais de alho

Foram utilizados bulbilhos de cinco clones de alho;
Amarante, Branco Mineiro, Lavinia, Roxo e Vila Verde. Os meriste_
mas apicais foram obtidos pela dissecacao, em camara asséptica e
sob lupa binocular, de bulbilhos de alho, previamente liberados
das folhas protetoras e de brotos e raizes em desenvolvimento, e
desinfetados com solucdo de hipoclorito de sédio a Ho, deixando-
os axbos em placa com agua esterilizada. Pouco antes da disseca -
cdo os bulbilhos eram deixados em solucdo de hipoclorito de cal-
cio a 2 por 5 a 10 minutos e apd6s lavados em agua esterilizada.
A assepsia das camaras de transferéncia e dissecacdo era feita
passando-se um pano umedecido em alcool e ligando-se, por vinte
minutos,uma lampada de luz ultra-violeta. Foram usados bulbilhos
em estado de dorméncia, bulbilhos brotados em cémara fria(+122C)
e bulbilhos brotados em camara de crescimento (25 e 332C* com fo
toperiodo de 14 horas, numa intensidade luminosa de 7.000 lux).
Neste ultimo caso, os bulbilhos com dorméncia quebrada pela per-
manéncia por mais de um més em camara fria, foram plantados em
recipiente com vermiculite e deixados 14 a 19 dias na camara de
crescimento, ate que as folhas atingissem um comprimento de cer-
ca de 10 centimetros. Os meristemas extraidos foram de trés ti -
pos ou tamanhos; sem priaiérdio foliar (tamanho de 100 a 200 mi -
crometros) 5 com um primérdio foliar (300 a 4-00 micrémetros) (i"ig,
3..55 e com dois primérdios foliares (500 a 600 micrémetros )
(Fig. 1*5).

Basicamente foi seguida a metodologia utilizada por
Quiot et al. (1972) e por Wang -1 Huang (1974).

Pelo método de Wang & Huang (1974), utilizou-se o0 meio
de cultura 1, do Quadro 1, sendo que no primeiro més usou-se o]
meio com um terco da concentragcdo e sem. horménio (ITAA). Os fras-

cos com os meristemas foram, colocados nos seguintes ambientes;



Fig.

1;

Dissecacdo do meristemas apicais de bulbilhos de alhosl)
bulbilho de alho brotado? 2) Regidao do prato (caule) e
base das folhas do bulbilhos parcialmente dissecado; 3)
Regido do prato e primérdio foliar bem desenvolvido5 4)
Regido do prato c primérdios foliaras, estando um ja des
tacado, 5) Regido do prato e meristcma com 2 primérdios
foliares; 6) Regido do prato e meristema com 1 primérdio

foliar.






primeiro més, temperatura ambiente (22 a 28sc) e intensidade lu-
minosa constante de 40 lux; apos, mesmas condicOes de temperatu-
ra, com intensidade luminosa constante de 500 luz, ate que as
plantulas estivessem bem enraizadas e ocora a parte aérea bem de —
senvolvida (+ 2 meses) ; entdcy as plantulas foram transferidas pa
ra areia contida em copos de pléastico de 6 x 9 cn, molhadas se -
manalmente com meio nutritivo liquido (sem agar e glucose) e dia
riamente com agua, e deixadas em camara de crescimento, com foto
periodo de 16 horas, intensidade luminosa de 7.000 lux e tempera
tura de 25&C, ate que os bulbinhos se formassem e amadurecessem.

Pelo método de Quiot et al. (1972), utilizou-se o0 meio
de cultura 2, do Quadro 1, que possue macro e micro - nutrientes
nas concentracdes correspondentes as do meio de Murashige &
Skoog (1962), respectivamente cem e mil vézes maiores do que as
citadas por Quiot et al. (1972), O hormdénio (i1AA) também foi usa
do numa concentracao mil vézes maior do que a usada por estes au
tores. Os frascos com os meristemas foram colocados nos seguin -
tes ambientess primeiros 2 a 3 meses, a uma temperatura de 122C,
sob intensidade luminosa de 5.000 lux e fotoperiodo de 12 horas,
até que as plantulas atingissem um tamanho de 5 cm? apdés, a uma
temperatura de 18~C, sob intensidade luminosa cie 5.000 lux e fo-
toperiodo ee 14 horas, até que comecasse 0 desenvolvimento de um
pequeno bulbo; entdo, a 25-C, na mesma intensidade luminosa e fo
toperiodo de 16 horas, até 0 secamento das folhas e amadurecimen
to dos bulbinhos.

Os bulbinhos obtidos por ambos os métodos foram deixa-
dos por um més em geladeira ou camara fria, 5 0 12SC respectiva-
mente, para quebrar a dorméncia, plantando-os ap0s em mistura cie

solo e vcrmiculite (1/1; v/v), contida em copos de plastico de

6 X 9 cm.



Foram usados frascos dos mais diversos tipos, dssdo tu
bos de ensaio pequenos, de 0,8 x 7 cm, passando por vidros de re
médio, tubos de ensaio maiores, até vidros tipo "french scj uare” |,

com capacidade para 50 ml. Os frascos sem tampa propria foram fe

cliados com papel de aluminio e vedados com fita gomada.



-.Meios utilizados para cultura de meristemas

a.

QUADILO 1

Meios de Culturi
Macronutrientes

ca(NO ) H O
KCI J°~4 2

MgS04 . H20
eh2po
NHA_NOA
KNO
cacil”~o
FeEDTA

PeS04 .?H20
Micronutrientej
MiiSO*."HgO
H31303

ZnS04*4H2°

El
Na2voO ,2H20

CuSO4 5 [2°
CoCl .6H?0

Vitaminas, proteinas, Lo,
purina e pirimidina:

Adenina

Biotina

Pantotenato de calcio

Cistina

Caseina liidrolizada
Mio-i1nositol

iicido nicotinico

Piridoxina

Tiraina

leido ~-naftaleno acéi A)

. Carboidrato e agar

Glucose
Sacarose
Agar

apicais de alho

[ — —

7

= )

1
mg/1
510
240
720

120
180

mg/1
37,3
27,8
ms/1
22,3

6,2

8,6

0,83
0,25

0,025
0,025

ms/1

0,01

2
mg/1

370
170

1,650
1.900

mg/1
37,3
27,8
mg/1
22,3

6,2

8,6

0,83
0,25

0,025
0,025

mg/1

«



C. Diagnose do virus em alho

C.1. Inoculacédo em plantas-teste

O trabalho, com duracdo aproximada de um ano, foi
feito sob telado, sem controle de benperatura, que variou no pe-
riodo conforme os dados do Quadro 2.

As inoculacdes foram feitas mecanicamente, por di -
versos méetodos, e biologicamente, com o afidio Myzus persicae
Sulz.

Nas inoculacdes mecanicas asaram-se, icomo-fonte do
inoculo,sucos de folhas de alho dos clones Roxo o Vila®Verde e
suspensdes com o virus semi~-purificado,, Os sucos foram extraidos
em tampbes variaveis quanto ao tipo (fosfato e borato), molarida
de (0,01 a 0,1 M), pH (6 a 8 e quanto a xoresenca ou ndo de anti
oxidantes (NanSO™, 2-mercaptoetanol, sulfato de nicotina e cafeil
na). Preparacdes com o virus semi-purificado foram obtidas con
forme método descrito adiante, item C.2. O in6culo foi aplicado
nas £lantas~teste por esfregacos nas folhas, usando-se os de -
dos? por injecbes, conforme técnica de Dhingra & Nariani (1963),
usada para transmitir o OYDV pare eeboln; e pelo método ' tissue
rub "', i1dealizado por Yarwood (1953) e citado por Kado (1972), e
que consite em tomar um maco de follias com o inéculo, cortar com
tesoura ou faca e esfregar d faco cortada nas folhas das plantas
teste previamente polvilhadan com abrasivo., Na inoculacéao do
plantas de cebola,realizou-se forte abrasdo nas folhas, conforme
recomendacdo feita por louie c. Lorbeer (1966), para transmissao
do 0OYDV. Gomo abrasivos foram usados celite e carborundum.

Nas inoculacbes com o afidio M. persicae, foram usa-
dos dois métodos. No primeiro, comumente usado para virus estile
tares, os afidios com jJejum de 3 a 5 horas foram deixados 30 mi-
nutos a 2 horas na fonte de in6culo (alho Roxo e Vila Verde) e

24 horas nas plantas--testo (variedades de cebola e alho Porro).
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Foram colocados 5 afidios por planta. i1lo segando, asoa-se 0 mé -
todo para hospedeiros !ltransitorios”™ de afidios empregado por
Marrou & leroux (1972) < Consistiu ea deixar por cerca de 70 diasb
em gaiolas com tela fina do 50 x 00 x 80 cm, plantas-testo ( 5
variedades de cebola ), plantas infetadas pelo virus (alho Vila
Verde) e planta de couve Gongarsol (@rassica olcracea var. ace-
phala) infestada pelo afidio. As plantas-teste utilizadas ha -
viam se desenvolvido sob telado e possuiam, no maximo, 40 dias
de idade. A couve Gongarsol, também desenvolvida sob telado, foi
infestada com afidios sadios, 15 dias antes do inicio do experi-
mento.

iim todos os experimentos deixou-se séries de plan -
tas-teste . sem inocular, como controle.

As plantas-teste receberam adubacdo de cobertura ,
pois 0 suprimento com nitrogénio favorece a transmissdo do OYDV
para plantas de cebola (Brierley @ Stuart, 1946).

Foram usadas 26 plantas-teste pertencentes a 6 fa
milias botanicas (Quadro 3), porém nem todas as espécies lista -
das foram, usadas em todos o0s experimentos, dando-se prioridade
as espécies das familias Chenopodiaceae e liliaceae, tidas como

hospedeiras do virus (Brierley & Smith, 19465 Cadilhac aftt al. |,
19765 Costa, 1977).
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QUADXO 2
Temperaturas registradas durante o periodo em ¢cue foram rea-

lizados experimentos de inocul-r.cdo do virus associado ao Mosaico

do Alho.

Més Maxima Minima Media
Novembro / 76 30,3 10,1 23,2
Dezembro / 76 b 31,7 17,9 24,3
Janeiro / 77 5 26,9 } 17,6 E 24,0
Fevereiro / 77 } 28,1 1 16,9 ! 25,1
Marco / 77 ] 31,0 j 16,3 27,0
Abril /7 77 | 28,1 16,7 25,2

J
Maio /7 77 | 27,0 12,3 23,1
Junho / 77 26,7 12,2 22,8
Julho /7 77 28,4 9,3 23,7
Agosto / 77 | 31,0 11,7 J 26,2
Setembro / 77 i 29,5 15,0 25,4
Outubro 7/ 77 29,6 16,6 25,9

Dados fornecidos pela Estacdo Metereoldgica do Departamento

de Engenharia Civil da Universidade de Brasilia.



Plantas-toDto;

QUADRDO

3

0 viras associado ao Mosaico do Alho.

15.

18.

205
21.
22 -
23.
24.
25.

26.

Nome cientifico e cultivar

Amaranthaceacs

. G-oiaphrenc globosa L.

- Chenopodia,ceae s

Chenopodium murale L.
Chenopodium quinoa Willd.

- Euphorbiaceae%
Euphorbia prunifolia Jacq,

- Liliaceae
AllTum cepa
Allium cepa
Allium cepa
Allium cepa
Allium cepa
Allium cepa
Allium cepa
Allium cepa
Allium cepa

K|

Pojuda

C:

N
= W0 m>S

Branca Rainha
Chata Amarela
Chata Roxa »
Monte Alegre ”
Pera do Rio Grande ™
3 Roxa das Canarias
U Texas Grano 1

- Chenopodium amaranticolor Coste Reyn.

Paia Periforme 1

Allium cepa 1. ¢ white Creole 1
Allium fistulosua L. "Todo Ano"

Allium porrum L.

- Solanaceae;
Capsicum annuum L. AG-10
Dature i1tramonium L.

Lycopersicon esculentum Hill. ™ Angela

Nicotiana debncy Domin.

Nicotiana silvostrig Spogaz.

Nicotiana tabacuia 1, " TNN

« Gomes

Nicotiana tabacum L, 1 Turkish "

Physalis sp.

- Umbelliferae
Apiuta graveolens L.
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utilizadas noo experimentos de inoculagcdo .on

Nome comam

J Perpetua

Quinoa

— —

i

Amendoim bravo

Cebola

LR N YN NN

Cebolinha
Alho Porré

J Pimentéo
Jj Trombeteira
J Tomate

J Pumo

|’ n
v

\Joa -de-capote

J Aipo



C.2. Purificacdo e serologia

Polhas de alho dos donos Roxo ou Vila Verde foram
trituradas em 2,5 volumes do do 2~m.ercaptoetan.ol e 0,5 M de
ureia. Apos Tiltracdo em duas camadas do gaze, o suco foi clari-
ficado com n-butanol na proporcdo do 8 ml por 100 ml de suco ,
agitando-se por 30 minutos e centrifugando-se a,7«000_rpm,por 15
minutos, em rotor GSA Sorvall. C virus foil concentrado®o parcial
mente purificado por 2 ciclos dc contrifuga.cocs diferenciais; no
primeiro usou-se rotor 30 Bockman, a 29.000 rpm, por 2 horas c
no segundo, rotor 65, 50,000 rpm, por 1 hora . Apd6s cada ultia
centrifugacdo o precipitado era ressuspenso em tampao fosfato
0,01 M (pH 7?4), contendo 0,5 M do uréia, e centrifugado a 5.000
rpm por 10 minutos no rotor SS-34 Sorvall. Purificacdo adicional
foi feita pela centrifugacido em gradiente de densidade, consti -
tuido por 77?27,7 e 4 ml de 10,20,30 e 40% do sacarose, em 0,01 M
de tampédo fosfato c 0,5 M de uréia. Apos a centrifugacéo, a
22.500 rpm, por 2 horas, em rotor SW 25°1 Bockman, os tubos com
os gradientes foram observados em sala escura, fazendo-se passar
através dos mesmos um feixe de luz produzido por lampada de wuma
lupa. Cs materiais das bandas assim localizadas foram retirados
com seringa, separadamente, concentrados por ultracentrifugacéo,
ressuspenoos em agua e examinados ao espectrofotometro. e micros
copio eletroénico.

0 antissoro foi preparado cm coolhe, pela injecao
intramuscular dapreparacdo com o virus semi-purificado, emulsixi
cada em igual volume de adjuvante completo do Prcund. Poram fei-
tas 6 iInjecdes, com um intervalo de cerca de 20 dias. Ao sangri-
as, por puncao no coracdo, Iniclarara-se ccrca de 40 dias apoés a
primeira aplicacdo do antigeno. Porom feitas 8 sangrias, com um
intervalo de cerca de 10 dias. O sangue obtido foi deixadopor 1

hora em temperatura ambiente (20 a 25sc) para coagular, descola-

do entdo das paredes do tubo de vio.ro com um bastdo e mantido
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por 24 horas em camara fria (+ 12°c). C antissoro, da parte su -
perior do tubo, foi tirado com seringa, misturado com igual volu
me de glicerina e conservado em congelador, ou simplesmente con-
servado em geladeira (+ 5QC), ocm glicerina.

Testes de mieroprocipitina em placas e dupla imuno-
difusdao em agar-gel (Lall, 1974), foram usados com o antissoro
obtido. Nos testes de microprecipitina, usaram-se,como. antigenos,
sucos de folhas de alho Porro sadio e do alho comuai infetado. Os
sucos foraa. extraidos das folhas em NaCl 0,35% (1/1; p/v), clari
ficados com cloroformio (I/1; v/v) e centrifugados a 3.000 rpm,
por 15 minutos, no rotor SS 34 Sorvall. O antissoro e soro nor -
mal foram diluidos ate 1/1024 cm ITaCl 0,05%. Nos testes de dupla
imunodifusdo usou-se, para degradacado das particulas do virus,
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a 0,5% em ogar gel contendo 0,8% de
agar nobre especial (Difco Lab. Detroit, Miehigan - USA) e 1%
de azida de sodio, e a 1,5% no tratamento dos antigenos (Purci -
full & Batchelor, 1977). Os antigenos usados forams suco de plan
ta oriunda de meristema, suco de folhas de alho Porro, suco de
folhas do alho dos clones Roxo e Vila Verde, tampao fosfato 0,01
M, pH 7, usado para extracao dos sucos (1/1;p/v) e preparacdo do
virus seni-purificado.Tambom foram usados agar-gel e antigenos

sem SDS. Soro normal e antissoro, sem glicerina, foram usados

nas concentracdes originais.



C.3. Microscopia eletrbnica

1. Deteccao de particulas supostamente virais e de-

terminacdo de sua morfologia

Tentativas de deteccdo de particulas dc virus foram foi
tas através de preparacdes "loaf dip", método usado por Brandes
(1957) combinado com contrastacdo negativa, método usado por
Kitajima (1965). Fragmentos foliares de plantas dos clones Hoxo
e Vila Verde foram mergulhados en uma gota de solucdo a 1% de
acido fosfotungstico, pH % mantida em uma superficie parafinada.
O material celular dessas folhas que entrara em suspensédo, foil a
seguir transferido para uma telinha de cobre 200 mesh, coberta
com Pormvar™carbono, e apés eliminar o excesso de liquido e se -
car, foi examinada ao microscopio eletrbénico. 0 mesmo foi feito
com as plantulas obtidas por culturc. de meristemas. Para determi
nacdo de caracteristicas morfoldgicas, foram tomadas micrografi-
as a aproximadamente 5.000 Z, tomando-se também, paralelamente |,
micro~rafias do virus S da batata (PV3), que serviu como padréao.
As mensuracbdes foram feitas a 50.000 Z.

2. Sxames de suspensfes obtidas nas tentativas de

purificacdo do virus de alho.

Os exames das preparacdes obtidas foram feitos por
contrastacdo negativa, método de Brenner & Home (1959). Para
tal, 1 gota da suspensdo foi transferida para a telinha coberta
com Formvar-carbono e o excesso removido com papel filtro. Apéds
seca, foi feita uma rapida lavagem com agua bidestilada e coloca
da uma gota de acetato de uranila a 3%, removendo-se 0 excCessoO.

ApOs estar seca, fTol examinada ao microscopio eletronico.



3. Exames a0 sgcg¢dcg inctologicas de tecido foliar

A fim de detectar possivoic particala3 de virus oa
inclusbes induzidas pela infeccdo, ou ainda outros - alteracdes
celulares, foram preparados fragmentos foltares e meristemas
com 1 e 2 primérdioe foli:ires, para exames histoldgicos de sec-
cbes ultra-finas. Para tal, os tecidos foram fixados em gluta -
raldeido 2>., em tampado fosfato 0,05 m, pli 7,4, durante 2 lioras,
e apo6s lavagem era tampdo fosfato 0,01 U, fez-se pdés-iixacdo em
OsO™ a 1%, em tampédo fosfato 0,01 M, pH 7,4, durante 2 horas.
ApOs desidratacdo em acetona, 0 teci;".,0 foi incluido em Epon
812, seccionado com navalha do diamante ou vidro, contrastado
com acetato de uranila e citrato de chumbo O,finalmente, exami-

nado ao microscoépio eletroénico.



I11. RESULTADOS

A. Tratamento térmico de bulbilhos de alho.

1. Efeito do calor sobre a sobrevivéncia dos bulbilhos

Sob calor continuo, sem umida.de, os bulbilhos em dor -
méncia do clone Roxo sobreviveram a 4-3C por 1 semana e 392C por
2 semanas. O tratamento com umidade afetou mais a sobrevivéncia
dos bulbilhos, pois estes suportaram apenas 392C por 1 semana. ,
e com 2 semanas de tratamento nao houve sobreviventes mesmo a
37-C (Quadro) 4.A). No tratamento continuo a 39eC com bulbilhos
dormentes dos clones Roxo e Vila Verde, houve sobrevivéncia por
3 semanas apenas de bulbilhos do clone Roxo (Quadro 4.B).

Com calor intermitente, o horas nas estufas e 16 horas
em temperatura ambiente (22 - 2820), a sobrevivencia de bulbi ~
lhos em dorméncia do clone Roxo aparentemente ndo foi afetada ,
mesmo em tratamentos a 502C por 2 semanas (Quadro 5.A). Porém,
bulbilhos do clone Vila Verde, com dorméncia quebrada pela perma
néncia por mais de 1 més em camara fria a 122C, tiveram a percen
tagem de sobrevivéncia diminuida quando submetidos a 502C com
umidade por 1 e 2 semanas, e a sobrevivéncia foi nula quando se
usou a mesma temperatura sem umidade (Quadro 5.B).

Nos tratamentos com agua quente houve sobrevivéncia de
bulbilhos a 552C por 15 minutos, a 50°C por 30 minutos e a 4beC
por 5 horas. Os bulbilhos tratados foram do clone Vila Verde e

estavam com a dorméncia quebrada pela permanéncia por mais de 1

més em camara fria a 122C (Quadro 6).
2. ilifeito do calor sobre o virus.

Gs tratamentos térmicos de bulbilhos de alho nas condi

cO0es dos experimentos realizados o com os clones usados, aparen™
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QUAJRO 4

Tratamento térmico continuo do bulbiliios do alho em domen -

cia.

A. Clone Roxo

Tra" ;ajnento Temperaturas (ec)
P —
Duracao umidade 22 a 28 37 39 41 43
PEI __ P = mmmm emeeee-
com 10* 3 5 0 0
i DA |
- sem 10 7 6 1
9
com 10 0 0 0 0
< OO0 ;
som J 8 j 7 I 7 | 0O 3 O
B. Temper:itura de 39:0 , ° seco
1
Duracao dos 1¥&tamentos (sem?mas, Controle
Clones 4 5 (22 a 282C)
3 s '
Roxo 3* i 0 0 5
1 1 0 1
Vila
i 0 6
Verde 0 I 0 Lo z
J i

* 0s ndmeros

tratados.

represcntaci as plantas obtidas de dez huPoiliios
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QUADRGQ 5

Tratamento térmico intermitente do bulbilhon de alho (8 horas

nas estufas e 16 horas em temperatura ambiente - 22 a 202C).

A. Clone Roxo, em dorméncia

Trat: imento Temperaturas (SC)
Duracéao unidade 22 a 28 39 45 50
com 9 * 10 8 9

1 semana

. Sem 10 9 10 9
com 10 9 8

2 semanas ! [
L sem 9 9 8 9

B. Clone Vila Verde, com dorméncia quebrada pela permanéncia

por mais de um més em camara fria (+ 12°7)

Tratamento Temperaturas (-0)

Duracao Umidade 22 a 28 39 45 50

com 10* 10 10 7
1 semana

sem 10 10 e 0

com 10 9 10 2
2 semanas

sem 9 8 ; 0

* 0s numeros representam as plantas obtidas de dez iDolbilhos

tratados.
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QUADHDO 6

Tr™tcunento com agua quentes do "ba.lbjlh.os do alho do clone Vi-

la Verde com dorméncia quebrada pula permanencia por mais de um
més em camara fria (+ 12°C)

Temperaturas T20)

Duracéao
22 a 28 40 J 45 50 55
15 minutos 10* 10 | 10 6 1
30 minutos 10 10 j 10 2 0
1 hora 10 10 J 10 0 0
2 horas 10 J 0 0
10 9
3 horas 10 10 | ] 0 0
4 horas 10 ) 0 0]
i 6
5 horas 10 9 1 8 0 0
- . - _JL ~ «J

* 0s numeros representam as plantas obtidas de dez bulbilhos

tratados.



temente ndo foram efetivos para inativar o virus. Todas as plan-
tas que se desenvolveram dos bulbiilios tratados mostraram sinto-

mas de mosaico da mesma intensidade do que as plantas - controle,
originadas de balloiliios ndo tratados.



B. Cultura do meristemas apicais do alho

Dos 460 moristomas apicais do bulbilhos do alho utili
zados, 135 so desenvolveram, o0 quo representa cerca de 293, o]
destes, apenas 59 dernm origom a plantulas completas, com rai -
zes o0 parto acror. bem desenvolvidas, o que significa 12% do to-
tal realizado (Quadre 7, 8, 9 o 10).

Das 59 plantulas completas obtidas, foram examinadas
30 ao microscopio eletrbénico. Cinco destas, pertencentes aos
clones Vila Verde e Anaranto, n&o apresentaram particulas de vi
rus, estando supostamente sadias (Quadro 7).

O estado Fisiologico dos bulbilhos usacbs para extra -
cdo dos meristemas nao teve influencia nas porcentagens do plan
tulas obtidas, porém meristemas originados de bulbilhos brota -
dos c, principalmente, brotados cm altas temperaturas, aparontf
monto tiveram maiores possibilidades de originar plantulas li-
vres de virus (Quadro 8).

O tipo ou tamanho do meristoma utilizado teve grande
importancia no sou desenvolvimento e na obtencdo de plantas sa-
dias. Assim, nao houve crescimento do meristemas sen primérdio
foliar., Dentro cs 193 meristemas foliar, 33% deles sc desenvol-
veram ¢ 11$ deram origom a plantulas completas, enquanto quo
dentre os 102 meristemas com 2 primérdios, 713% deles se desen -
volveram e 36$% deram origom a plantulas completas. Porém, apo -
nas os meristemas com 1 primordio foliar deram origom a plantu-
las supostamente livres de virus (Quadro 9).

0 método utilizado ndo interferiu nas percentagens do
plantulas obtidas dos diferentes tipos do meristemas ( Quadro
10 ), porém as plantulas transferidas para areia, método de

\7ang & Huang (1974), produziram bulbilhos maiores do que as quo
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QUADRDO 7

Resultado, por clone, da porcontagem do moristemas desenvolvi-

dos, do plantaias obtid- ¢ ¢ do plantulas possivelmente sem viras.

Meristemas Plantulas
Olones £ inad s
Utilizados Desenvolvidos Obtidas - amthadas  oem
ao M. E. Viras
Vila
186 82 (44%) 42(22/0 19 4
Verde
Branco
136 0 0 0 0
Mineiro
Roxo 66 36 (6450 7(10%) 5 0
Amarante 62 14 (22%) 9(14%) 5 1
lavinia 10 3 (3070 1(10%) 1 0

Total 460 135 (29%) 59(12%) 30 5

-\
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U A 8

Efeito do estado fisiologico dos Lulbilhos sébre a percentagem

do plantulas obtidas o plantulas som virus.

Horistoj igs Plantula
jultiUvis i Avaiaincd
{Utilizados jJesenv lviC.cak btidasjI xajaincdr aem
Ixo U« VIirus
com - |
, _ 66 ' ; ?2(i 0
doniencia I 36 (54/0 t (10>0 i
jrm——————- L
Brotados , , i 1
em camara ; 355 , 92 (25,) )48 (135') i 23 4
fria . T ;
(= : : ! i
Urctadoo J
em camara i
do cresci—- 1 38 1 7 (10; ) 1 4(10M) & 1
monto )
(24 0 332C)" [
J-
| t 1

Total 460 <135 (20: ) "53(12, )* 30



- 26 -

QUADHO 9

iificito do tipo ou; t-fimanli6 do mcristcma* sobro sea desenvolvi e—

mento G--sobrela. porcentagem de plantulas obtidas e soa-virust

. - . . o - Sxar-nnadas Sem
Tipos ?utlllzados Desenvolvidos Obtldashao %: S. Virus
- b e e [
sem iDrimorj

dio foliar j

(100 a 200j 165 o o o 0
microme - j

tros) J

!
]
23(11#)! 12 5

con 1 pri-j
mordio fo-j
liar (300 i 193
a 400 mi -

crometros)

64 (33%)

)
11 \
J

71 (71#)  *36(36%) 18 0
1 I

L TR S S

com 2 pri-~
mordios fo
liares(500 102
a 600) mi-

— G —

» 1

crometros) ]
i - B |

Total j 460

N

135 (29# ,59(12/-) i 30 5
(29#) i (12/-) il h



QUADR.O
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Resultados obtidos na cultura do me-r-istGaias? polo. utilizacao

dos métodos dc Wajig..& Hucua®v(1974) c do Quiot 38t al.

Meristemas

A972).

Plantulas

Exami- Sem

Tipos Utilizados Desenvolvidos Obtidas nadas Virus

Méto-
do,
sem pri-
Wang mordio 149
foliar
-2 com 1
primér- 57
Huang dio fo-
liar
com 2
(1974) primer- 24
dios fo-
liares
sem pri-
Quiot mordio 16
foliar
com 1
61 al primér-
dio fo- 136
liar
(1972) com 2
primér-
dios fo- 8
liares
Tolal 460

16

, 17

.48

54

(2810)

(70£)

(354)

®@=0)

(2975)

5( Sfo)

11(45=7)

18(1395)

25(32%)

59(12/0)

w

13

30

ao 1.



permaneceram nos frascos, método do Quiot et al. (1972).

Frascos pequenos para os moristemas recém extraidos fo
ram melhores, pois ocuparam menor espaco e levaram menor quanti-
dade de meio de culturo. Tubos de ensaio de 0,8 x 7 cm, ou vi -
dros de remédio pequenos, serviram perfeitamente. Neles as pléan-
tulas permaneceram cerca do um mo3 polo método de rang & Huang
(1974) e dois meses pelo método do Quiot et al. (1972). Frascos
maiores, .tipo "french square™ com capacidade para 50 mlI(Fig 2.3)
ou tubos de ensaie grandes (Fig 2.4), foram usados a partir de

entéao.



Fases do desenvolvimento de mori stornas apicais de bulbi-
Ilios de alho: 1) Meristemc. com alguns dias de desenvolvi
mento? 2) Plantula com cérca dc 20 dias? 3) Plantulas
com cerca de 40 dias? 4) Plantulas com cerca dc 60 dias"
5) Plantula com cérca de 70 dias transferida para copo

com areia; 6) Bulbilhos obtidos apdés 3 meses de cultura.
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C. Diagnose do virus em alho

G.l. Inoculacbes em plantas-teste.

Os resultados obtidos da inoculacdo mecanica de 26 es
pecies e variedades de plantas-teste, pertencentes a 6 diferen -
tes familias (Quadro 3) foram negativos na diagnose do virus por
esse metodo. Nos testes efetuados, apenas algunas plantas de
Clienopodium quinoa Willd.se apresentaram, com lesfes locais nas
folhas, caracterizadas por manchas cloroticas de 2 a 3 mm de di-
ametro, quando inoculadas por esfregaco com. os dedos, usando su-
co de folhas extraido em tampdo fosfato a 0,01 M, pH 7 e carbo =
rundum como abrasivo. O aparecimento dos sintomas se deu entre 7
e 10 dias apés a inoculacdo. Porem, nem todas as plantas inocula
das pelo mesmo método mostraram sintomas, demonstrando ser o Vvi-
rus de transmissdo dificil e inconsistente.

Tampouco, ndo houve efeito da adicdo dc anti-oxidan -
tes (Na”S0~, 2-mercaptoetanol, sulfato de nicotina e cafeina) e
do uso de tampbGes com pH e molaridades diferentes de 7 Q 0,01 M,
respectivamente.

Os testes de inoculacdo por meio do afidio M. persir
cae, utilizando 8 variedades de cebola (A. cepa) entre elas al -
gunas comprovadamente susceptiveis ao 0YDV, deram resultados apa

rentemente negativos, ndo havendo manifestacdo de sintomas.



C.2. Purificacdo e sorologia

A trituracao das fclliaa de alho e posterior filtracéo,
através do camadas do gaze, foi dificultada pela presenca de
substancia mucilaginosa nos tecidos da planta. Bsta dificuldade
foi minorada, em parte, u.sando~se naior volume da solucdo de ex-
tracdo do suco. Verificou-se que o clone Roxo possui maior quan-
tidade de substéancia mucilaginosa do que o Vila Verde.

Ap6és a adicdo e mistura de n-butanol ao suco, e centri
fugacdo a baixa rotacdo, o0 sobrenadante apresentou-se com cor
castanho clara. Os precipitados obtidos nas ultracentrifugacdes
eram pequenos e de cor castanho clara c amarelo escura,

Nos tubos com gradiente de densidade ocorreu a forma -
cdo de duas bandas, uma a cerca de 20 mm abaixo do menisco (Ban-
da 1) e a outra a cerca dc 30 mm (Banda 2). Os ma.torifvis retira-
dos destas bandas, quando submetidos ao exame com espectrofotdme
tro, revelaram curvas de absorcgcdo de luz ultra-violeta tipicas
de nucloo-proteinas (Fig 3*2). Para a Banda, 1, houve uma absorcéo
maxima a 260 nm, minima a 237 rim e relacdo A280/A260 igual a
0,4-6, e para a Eanda 2, uma absorcdo maxima a 262 nm, minima a
247 nm e relacdo A280/A260 igual a 0,72. Pela tabela de Layne
(1957) estes dados indicam nucleo-proteinas com cerca de mais
de 20 e 9% de &cido nucleico, respectivamente. Ao exame com mi -
croscépio eletronico, a,penas no material da Banda 2 pode-se ob -
servar um grande numero de particulas, usualmente agregadas ex -
tremidade - a - extremidade, e geralmente enoveladas (Fig 4.1)
Embora usando sempre a mesma metodologia, algumas vezes néo se
obteve a formacdo de bandas no gradiente de sacarose.

Nos testes dc mieroprccipitina em placas,houve a forma

cdo de precipitados em todas as diluicbes do antissoro, quando



Pig. 3; Virus associado ao Mosaico do Allios I) Diagrama com a
distribuicdo das monsuracles das particuiasb 2) Curvas
do absorcdo do luz ultra.»violota dos materiais das ban -
das obtidas nas tentativ s do purificacdo do virus om

gradiente dc sacarose.
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Fig.

: Micrografias eletrdnicas dc particulas c inclusdo lamolar

associadas ao l;losa.ico do Allio; 1) Preparacdo semi-purifi-
cada 5 2) Inclusdo lamolar associada a doongca em prepara -

cdo "leaf dip"; 3) Particulas alongadas cm preparacdo
"leaf dip".
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se usou suco de folhas de alho como antigeno 5 porem apenas as
duas primeiras diluicdes do antissoro, 1/2 e 1/4 respectivamente,
formaram precipitados, quando se usou suco de folhas de alho Por-
ré. Nos testes de dupla imunodifusdo en agar-gel (Pig. 5) ocor -
reraci linhas de precipitina,indicando as seguintes reacdes;

- Agar-gel e antigenos sem SDS

Reacdo do Antissoro (AS) com suco de alho dos clones

Roxo e Vila Verde.

- Agar-gel sem e antigenos com SDS

Reacao do AS com preparacdo do virus semi-purifica

do.
- Agar-gel com e antigenos sem SDS
Reacdo fraca do A8 cem preparacdo do virus semi-puri
ficado.
- Agar-gel e antigenos com SDS
Reacdo do AS com preparacdo do virus semi-purifica -
do.
Com O soro normal houve formacdo de linhas de precipi-
tina circulares, indicando reacb6es ndo especificas, quando se

usou SDS no agar-gel e, ou nos antigenos.



Tostes do dupla imunodifusdo om agar-gel do antissoro ob-
tido contra o virus associado ao Mosaico do Alho; 1) Pla-
ca som SDS; 2) Placa cora SDS. Antigenos usadoss [1)Suco de
plantula originada dc cultura do meristemas 5 2) Suco do
follias de allio Porr6; 3 0 4) Suco dc folhas de alho dos
clones Roxo e Vila Verde, respectivamente 5 5) Tampdo fos-
fato 0,01 M, usado par,:- extracdo dos sucos? 6) Preparacéio
com O virus semi-purificado.

Nos conjuntos de furos das placas a direita, os anti
genos foram tratados com SDS a 1,5/6

SIT = soro normal 5 AS = antissoro.
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C.3. Microscopia eletronica-

Particulas alongadas e flexiveis, de cerca-de 15nm de
diametro e comprimento variando entre 600 - 900 nm, similares as
dos Potyvirus, foram consistentemente detectadas nas preparacdes
"leaf dipb57 feitas com folhas dos clones de alho Roxo e Vila Ver
de. Eventualmente, foram observadas for.aacoes lamelares, com po —
riodicidade, e que provavelmente representam as inclusdes lamela
res tipicas da infeccdo por Potyvirus (Fig 4*2 e 6.1).

O comprimento normal (modal) baseado na curva de dis -
tribuicao dos tamanhos das particulas, usando o PVS como padréo,
deu um valor da ordem de 774 nm, tendo sido medidas 60 parti-
culas. Houve um pico secundario na curva de distribuicdao em toér
no de 650 nm (Fig 3*1).

Foram, examinadas 30 plantulas originarias de cultura
de meristemas. Todas as de meristemas com 2 primordios foliares
continham as particulas alongadas do tipo Potyvirus, mas em 5
plantulas, 4 0 das derivadas de meristema com 1 primérdio foliar
ndo se pode detectar as particulas apesar de um re-exame do mate
rial.

Nas seccb6os histologicas dos tecidos foliares foram
consistentemente notadas inclusfes lamelares tipicas dos Potyvi-
rus, as quais, em seccgcbOes, produziam configuracdes variadas como
linhas curvas ou retas e paralelas, ou ainda "cataventos" (Fig.
6.2). Em algumas seccles, pode-se notar também certas &reas cito-
plasmaticas contendo material fibrilar, possivelmente as parti -
cuias alongadas in situ. (Fig 6«1). N&do se observaram alteracdes

marcantes nas células, apesar da presenca dessas particulas e/ou

inclusdes lamelares.



Micro,grafias elotronicas de scccoes ultra-finas dos teci

dos dc folha3 do alho com sintomas do mosaico; 1) Inclu-

sbes laaclares (IL) associadas a doenca, do tipo induzi-

do polos Potyvirusb 2) Particulas alongadas (7) dispor -
sas no citoplasnma.
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1IV. DISCUSSAOQ

Bawden (1966), citado por Nyland & Goheen (1969), re -
latou que qualquer virus poderia ser inativado in vivo pelo ca-
lor, dosdo que se usasso o tratamento adequado. Porem, com virus
de alho ainda nd.o se conseguiu determinar um tratainento térmico
efetivo, embora neste trabalho os bulbilhos tivessen suportado
temperaturas relativamente altas, 432C em calor continuo e 5070
em calor intermitente (8 horas na estufa e 16 horas em temperatu
ra ambiente - 22 a 2870), por periodos de tempo de 1 e 2 sema -
nas, respectivamente.

Em tratamento continuo a 392c os bulbilhos suportaram
3 semanas, nao havendo, aparentemente, efeito sobre o virus. No
entanto, € possivel que tratamentos de bulbilhos em temperaturas
um pouco mais baixas e por periodos mais longos promovam a inati
vacdo do virus. Referencias do uso deste tipo do tratamento na
terapia de viroses de diversas plantas sdo citadas por Nyland &
Goheen (1969).

Lin & Lo (1966), citados por Nyland & Goheen (1969),nf
taram uma maior tolerancia, dos tecidos de plantas ao calor ami-
do. Para os bulbilhos de alho tostados esta afirmativa foi vali-
da qua.ndo se usou tratamento intermitente, porem, com tratamento
continuo, O calor Gmido prejudicou mais os bulbilhos do que o ca
lor seco.

A informacdo do Nyland & Goheen (1969), de que a so -
brevivéncia aumenta cora o uso de calor intermitente, foi confir-
mada neste trabalho.

Nao foi conseguido desenvolvimento do meristemas api -
cais de alho sem primordio foliar, embora 7a,ng & Huang ( 1974 ),
tenham relatado a utilizacdo destes meristemas na regeneracao de

cultivares de alho infetados por virus. Como os meristemas deste
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tipo sao muito pequenos (100 a 200 micrometros, e a operacido de
extracdao mais demorada, é provavel que tenha ocorrido desidrata
cao irreversivel dos mesmoa, antes de colcca—os nos frascos
com os meios de cultura.

Quiot ec al (1972), usando moristemas com um primor-
dio foliai*, conseguiram uaa percentagem de recuperacdo de plan-
tas sadias a partir de bulbiliios infotados, da ordem de 3,3%. U
sando o método descrito por esses autores e o método de v:iang &
Huang, (1974), conseguiu-se, com meristemas de um primérdio fo-
liar, menos de % dc pléantulas supostamente sadias, em vrelacéo
ao numero total de moristemas doste tipo utilizados.

Segundo Kassanis (1972), quanto maior o meristema |,
maior a chance do se desenvolver, porem menor a probabilidade
de originar plantas livres de virus. Ueristemas de alho com
dois prim.ord.ios foliares (500 a 600 micrémetros) se desenvolve-
ram em muito maior percentagem (70;) do que os com um primérdio
foliar (33/), porém nenhuma plantula obtida dos primeiros, reve
lou-se livre de virus.

Quiot ot al (1372) nado fazem referéncia ao estado fi-
sioldgico dos bulbilhos de alho dos quais foram retirados os mc
ristemas para cultura, porém Wang d Huang (1974) usaram bulbi -
lhos brotados, conforme citam em seu trabalho. Por sua vez ,
Quak (1961) afirma que em temperaturas mais altas a multiplica
cdo de alguns virus é inibida, ou se d/ mais lentamente, poden -
do-se obter partes de plantas livrvs de virus, mantendo-as'le em
ambientes com temperaturas altas. No presente trabalho, usando-
se meristemas com diferentes estados fisioldgicos, obteve - se,
percentualmento, mais plantulas supostamente livres de virus de
meristemc.s extraidos de bulbilhos brotados em cornara de-cresci”-
monto (25 e 33eG, temperatura noturna o diurna respectivamente),
do que de bulbilhos brotados em camara fria (+ 122C). Nenhuma

plantula oriainnda de meristoma extra.idc do bulbiliio



dormente estava supostamente livre de virus.

Brierley L Smith (1946) relataram a transmissdo me -
canica e pelo axidio 1i.lyzus persicao Sulz. de um virus de alho
para dezenove cultivaros de cebola. i0os testes efetuados, no
preDento trabalho, asando-so doz cultivares de cebola, alguns
comprovadamento susceptiveis ao Onion Yellow Dvvarf Virus, c:omo
demonstraram Gosta et al. (1966), ndo se conseguiu a transmis -
sao do virus do alho, ou, pelo menos, as plantas inocoladas néo
apresentaram sintomas que as distinguissem das plantas -contro-
le. Ahlawat (1974) também obteve resultados negativos ao tentar
a transmissdo de um virus de alho para cebola,

O aparecimento de lesdes locais cloréticas em a-
penas algumas da,o plajitas do Chononodiun ouinoa "inocula, —
das, coincide com o relato feito por Cadilhac et al, (1976), de
que as transmissbGes do virus do alho sdo inconsistentes.

iiessiaen Marrou (1965) mencionaram a realizacido de
semi-purificacdo do virus de folhas de alho através da precipi-
tacdo fracionada com sulfato de amonio, e a obtencdo de antis -
sSoro c;ue reagia com proteinas normais do hospedeiro. Neste tra-
balho, a semi-purificacdo do virus foi efetuada com centrifuga-
cbes diferenciais e em gradiente de densidade de sacarose, mas
os testes do antissoro, emboxa prejudicados pela inexisténcia
de plantas sadias de alho para ua controle adequado, sugerem
também a presenca de anticorpos contra proteinas normais do
hospedeiro,

A ocorréncia de baixas concentracdes de virus no
alho em certas fases do ciclo da planta foi mencionada por Ca-
dilhac et al. (1976). Jissa mencdo poderia explicar, em parte, a
inconsisténcia observada nas purificacbes do virus. Outra pos -
sivel causa seria a perda de grande parte das particulas duran

te o processo do purificacdo, pela agregacao e precipitacao,poisy
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embora usando areia co.no desa”“regante em todas as fases da puri-

ficacao (Damirdagh & Udh.eph.orcl, 1370), as micrografias das uspen—
sbes do viras mostraram particulas lidadas e enoveladas. Modifi-

Ccicoas nos tipos ue desa.gregan.te o tampao asai.Los na purificacao

poderao ser feitas como tentativa de melhorar o processo.

Como xoram observadas diferencas entre os dois clones
de alho asados,quanto " presenca da substancia mucilaginosa que
dificulta a trituracao, sugere-se a realizacdo de estudo dos di
versos clones, para determinar os que oferecem maiores facilida-
des de purificacdo, tanto no que se refere ao processamento, co-
mo na obtencdo de maiores concentracdes do virus.

Cadilhac et al. (1976), através da microscopia ele -
tronica, caracterizaram dois virus diferentes infetando alho, na
Franca, um Poty e um Carlaviruo respectivamente,, Neste trabalho,
nos clones e amo;vcr...s examinados, ndo se encontroroa evidencias
claras da ocorréncia de mais do ua tipo de particula de virus. A
presenca de dois picos no diagrama de distribuicdo dos tamanhos
das particulas, também observados no trabalho de Costa., et al
(1966) (Fig. 3*1), constituem uma evidencia muito fraca, ainda
mais que o numero total de particulas medidas nos dois casos foi
muito baixo.

Wang & lluang (1974) e Quiot et al (1972), em seus tra
balhos de cultura de meriatemas "o alho, realizaram a diagnose
pela sintomatologia das plantas. ".Porem, na primeira geracéao de
plantwic obtidas de .aoriotemao, as fClhas sdo muito pequenas e o0sS
sintomas de dificil observacdo. Il:"este trabalho, a diagnose foi
efetuada ao fim da primeira geracdo das plantulas obtidas, atra-
vés do exam.es ao microscopio eletronico. G método permitia ama
selecdo ainda na primeira geracao, e as plantulas infeta.das, que
escaparaa a v,ste crivo, poder-o ser tostadas novamente nas gera-

¢cbes seguintes.



V. RESUMO

Plantas do alho, originadas do bulbilhos naturalmen -
te infotados por um Pot;yvirus o tratados a 392c por 3 semanas e
432C por 1 semana (calor seco e continuo), ou a 502C por 2 sema-
nas (calor Gmido e intermitente), ou ainda a 452C por 5 horas e
502C por 30 minutos (agua quente), apresentaram sintomas de mo -
saieo, revelando que esses tratamentos térmicos ndo foram efeti-
VoS para inativar o virus.

Cultura de meristemas apicais de bulbilhos foi fei-
tc»  seguindo-se, basicamente, metodologias usadas por Quiot et
al.(1972) e Wang & Huang (1974). N&o houve desenvolvimento das
meristemas extraidos sem primérdio foliar (tamanhos variando en-
tre 100 a 200 micrometros).Dos meristemas extraidos com 1 primor
dio foliar (300 a 400 micrometros) e 2 primérdios foliares (500
a 600 micrometros) 33 o 71$ deles, respectivamente, se desenvol-
veram. Particulas do virus foram observadas em todas as plantu -
las examinadas, com excecdo de 40% das plantulas originadas de
meristemas com 1 primérdio foliar.

Embora de maneira 1inconsistente, Chenopodium quinoa
Willd. foi a unica planta quo mostrou lesfes locais cloroticas
nos testes de inoculacdo mecanica. 0 virus ndo foi transmitido
mecanicamente ou pelo afidio Myzus persicae Sulz. para cultiva -
res de cebola susceptiveis ao virus do Mosaico-em-i d.ixas da cebf
la (OYDV).

A purificacdo parcial do virus foi obtida por centri-
fugacdes diferenciais e em gradiente de densidade de sacarose.Ao
cspectrofotdémetro, a preparacdo do virus obtida revelou uma
absorcdo maxima a 262 nm e minima a a 247 nm, com A260/A280 i -
gual a 1,37. 0Os testes do antissoro obtido foram prejudicados pe_

la inexisténcia de alho sadio para controlo.



A microsecuia eletrdnica revelou-se como o Unico meto
do viavel para diagnose do virus do alho, em plantulas de primei

ra geracdo, originadas de cultura de meristemas.
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VI. SUMMAHY

G-arlic plants, originatod from clovos naturally infcE
ted with a Potyvirus and treatcd at 392C for 3 wocks and 432C
for 1 weok (continuous dry heat), or at 502C for 2 woGks (inter-
mittcnt. wot hcat) or at 452C for 5 hours and at 502c for 30 mi-
nutos (hot wator treatmcnt), prosented syinptoms of mosaic which
indicatcd tliat these heat treatmc-nts v/oro not effective in inac-
tivating this virus,

The moristo/n tip cultures of garlic clovos wero obtai
nod basically according to tho motliods usod by Quiot® aft al. (197")
and Wang & Huang (1974) No dovolopmont was observed for the mo-
ristoms without foliar primordium (100 to 200 micromotors) ,while
30% of the moristems with ono foliar primordium (300 to 400 mi -
crometers) and 70" of tho moristems with two foliar primordia
(500 to 600 micrometors) grow in tho culturo modium. Virus parti
cios were o'osorvod in ali garlic plants examinaied with the ex -
ccption of 40% of the garlic plants originatod from meristoms
with ono foliar primordium.

In tho mochanical inoculation testo, Chenopodium qui-
noa Willd was tho only plant Yihich showod chlorotic local lesi -
ons, although thesc symptoms woro inconsistont. Thc virus was
not transmitted mochanically or hy the aphid Myzus persicao Sulz.
to cultivars of onion which aro susccptible to Onion Yellow
Dwarf Virus.

Partial purification of this virus was achievod by
differential centrifugation and sucroso donsity gradient centri
fugation. The U.V. spectrum of the virus preparation was charac-
toristic of nucleo—protein with maximum absorbance at 262 nm,mi

nimum at 247 nm and A260/A280 equal to 1,37. The sorological tes



ts with. tho anti-serum. obtainocL were made more difficult by thc
lack of healthy garlic loavos ac eontrol.

Electron jaicroacopy proved to bo tho only reliablc m£
thod to detoct garlic viras in tho first gcncration of garlic

plants grov/n froui the moristoms.
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