
UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIÀ VEGETAL

REGENERAÇÃO DE CLONES DE ALHO fàlium sativum L) INFETADOS 

POR UM POTYVIRUS

JU L IO  D A N IE L S

Tese apresentada ao Departamento de Biologia Vegetal 

tia Universidade de Brasília como requisito pardal à 
obtenção do Grau de Mestre em Fitopatologia.

f f t Í A S Í L l A

1977



Trabalho realizado junto aos Departa­

mentos de Biologia Vegetal e de Biologia Celular, do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de 

Brasília, sob a orientação dos Professores Francisco 

Pereira Cupertino e Ming-Tien Lin ( Laboratório de Pi- 

topatologia ), Linda Styer Caldas ( Pisiologia Vege­

tal ) e Elliot Watanabe Kitajima ( Microscopia Eletrô­

nica ) com o apoio institucional da Empresa Brasileira 

de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA).



>
i x

J.X  LZIZ 

JULIAIÍ

2  LUGI

0

ANO



AGRADECIMENTOS

Aos professores:

Francisco Pereira Cupertino 

Ming-Tien Lin 

Linda Styer Caldas 

Elliot Watanabe Kitajima 

Cláudio Lucio Costa

Aos funcionários

Maria do Céu Alves Abreu 

Nestor Bezerra de Lima 

Fábio Rocha Fonseca -

João Gonçalves de Carvalho - 

Anastácio Lourenço Ferreira 

José de Almeida Sousa 

Maria Crispim de Sousa

Lab. Micr. Eletrônica 

Lab. Fotodocumentação 

Estação Biológica 

Estação Biológica 

Lab. Fisiol. Vegetal 

Lab. Fitopatologia 

Secretaria do VEG

A todas as pessoas e instituições que tornaram possível a 

realização do presente trabalho.



ABREVIATURAS USADAS NO TEXTO

A280/A260 - absorbância a 280 nanômetros sôbre alosorbância

EDTA

NAA

SDS

M.E.

g/l

mg/l

nm

rpm

OYDV

PVS

nanometros.

ácido etilenodiaminotetraacetico

ácido «tf-naftaleno acetico

dodecil sulfato de sódio

microscopio eletrônico

grama por litro

miligrama por litro

nanometro

rotações por minuto

Onion Yellow Dwarf Virus

Potato Virus S

(l/l5V/V) um para um5 volume por volume

(l/l? p/v) - um para um? peso por volume 

AS - antissoro

SN

M.E.
VSG

jm

U.V.

soro normal

microscópio eletrônico 
Departamento de Biologia Vegetal

micrômetro 
ultra violet



- V -

ÍNDICE DO3 QUADROS

Quadro ls Meioo utilizados para cultura do moristemas apicais
dc alho.

Quadro 2; Temperaturas registradas durante o período om que 
foram re alizados experimentos dv- inoculação do ví -
rus associod■TJ .. "ÍXMosaico do Alho 12

Quadro 3; Plantas-tcste utilizadas nos experimentos dc ino - 
culação com o vírus associado ao Llosaico do Alho

13

Quadro At Tratamento térmico contínuo de bulbillios de Alho 
em ostade de dormência ........................  19

Quadro 5s Tratamento térmico intermitente de bulbinhcs e alho 
(8 horas nas estufas o 16 heras em temperatura ambi. 
ente - 22 a 28£C) ................ ......... 20

Quadro 6% Tratamento com águo quente de bulbihos de alho do 
clone Vila. Verde com dormência quebrada pela perma­
nência por mais de um mes em cornara fria(+ 122 c )
........ ........ ...... ............... .....  21

Quadro 7: Resultado, por clone, das percentog^ns de meriste- 
mas desenvolvidos, dc plântulas obtidas o do plân­
tula s possivelmente sem v í r u s..... ...........  24

Quadro 8 s üfeito do estado fisiológico dos bulbihos sobre a 
percentagem de plântulas obtidas e plântulas sem 
vírus ............ .... .........................  25



- vi -

Quadro 9? Efoito do tipo ou tauianho do moristoma sobre sou d£ 
scnvolviaonto o sobro a p^reonta^m do plantulas ob 
tidas c sGjH vírus ... c. .. o. . • ..........  26

Quadro 10: Resultados obtidos na cultura do meristemas, pela 
utilização dos métodos dc \7ang & Huang (1974) c dc 
Quiot ot al. (1972) ...................... . 27



- vii

ÍNDICE D--.V3 PlffüHAS 

Pig. 1. disscc-ação dc moristomr.B apicais do hi

Pis. 2 . Pagoo do dosanvolvimcnto do moristornas apicais do 1501
bilhos do alho ...... ................... ........... . 2 9

Pig. 3. Viras associado ao Mosaico do Alho: l) Diagrama do 
distribuição das mensuraçõos das partículas; 2 ) Cur - 
vas do absorção do luz oltra-violota pelos materiais 
das bandas obtidas nas tentativas dc purificação dc 
vírus om gradiente do sacaroso............ ...... . . . . . 3 2

Pig. 4. MicroPro fias clotrônicas do partículas o inclusão la-
molar, associados ao Mosaico do A l h o ..... ..........33

Pig. 5. Testes do dupla imunodifusão om agar-gel do antissoro
obtido centro o vírus associado ao Mosaico do Alho...35

Pig. 6 . Micrografias eletrônicas de seeçõos ultra-finas dos
tecidos do folhas do alho com sintomas de mosaico. . . . 3 7



- viii -

ÍNDICE GERAL

- Apresentação ...... .....................................i
- Dedicatória ....................... .................... .ii
- Agradecimentos .......... ........... ................ ....iii
- Abreviaturas asadas no texto.... ..................... iv
- Índice dos quadros ........... ................. ........v
- índice das figuras ................ .............. .......vii
- índice geral .c......... ............ .................. viii

I. Introdução ............. ...................... ........1

II. Materiais e métodos .............. .................... 4
A. Tratamento térmico de bulbilhos do alho ............ 4
B. Cultura do moristomas apieais de alho..... ........5
0. Cultura de meristemas apienis de alho ••••••••••••• 10

C.l. Inoculações em plantas-teste ............ ......10
C.2. Purificação o serologia ...................... 14
C.3* Microscopia eletrônica ...................... 16

III. Resultados ..... ............................... .... 18
A. Tratamento térmico de ‘bulbiliios de alho......... 18
.13. Cultura de meristemas apicairi de alho........... .23
C. Diagnose do vírus ca alho........................ .30

C.l. Inoculações em plantas-teste ............... .30
C.2, Purificação e serologia ............ .........31
C.3. Microscopia eletrônica .... ................ .36

IV. Discussão ...... ...................... .............. .38

V. Resumo .................................... ............42
VI. Summary...................................... ......... 44
i/TI.Bibliografia .........................................46



-  1 -

O alho (Allium sativum L.) e uma liliacea cujos bu.lt)os 
são 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,o país produziu 30.583 toneladas de alho (Fundação IBGE, 
1975), e importou 27.452 toneladas do produto, num valor superi­
or a vinte o um milhões de dólares (Brasil, Comércio Exterior, 
1974).

A baixa produtividade da cultura, 2652 Kg/ha (Fundação 
IBGE, 1975), tem sido apontada como uma das causas da crônica in 
suficiência do país neste produto. Entre as causas determinantes 
dos baixos rendimentos da lavoura, estão as doenças que afetou a 
planta, e entre estas, destaca-se, o Mosaico do Alho.

0 Mosaico do Alho o uma virose conhecida há mais de 
trinta, anos no Brasil (Costa e_t al#, ,1966). 0 agente etiológico 
da doença passa através dos bulbilhos e, como o alho se reproduz 
VGjetativaQonto através destes órgãos, a cada plantio se faz a 
perpetuação do vírus. ÍTos clones de alho cultivados no estado de 
São Paulo foi observada a incidência da doença em 100$ das plan­
to,s (Costa et al., 1966), sendo muito provável que todo alho cul 
tivado no país esteja infetado polo vírus.

Não foram determinados, ainda, os prejuízos causados 
pelo Mosaico do Alho no Brasil. Porém, na Prança foi estimada 
uma redução na produtividade do alho, causada pela doença, da or 
dem de 5 a 15$ em clonos tolerantes ao vírus o dc 27 a 35$ em 
clone mais susceptível (Quiot et_ al., 1972).

A principal evidência de que o vírus causador do Mosai 
co do Alho seria uma estirpe mais fraca do Onion Yellow Dwarf V i  

rus, agente etiológico do Mosaico-em-Paixas da cebola, foi con ~ 
seguida por Brierlcy & Snith (194-6). Êsses autores, usando como

I. INTRODUÇÃO



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 vírus é muito semelhante ( Costa 
et al, 1 9 6 6), tendo esses autores sugerido a possibilidade de 
ser & alho fonte de inoculo do Mosaico-om-Paixas para plantaçõês 
de sebola pois o vírus que afeta esta. espéèie--não passa através 
de sementes (Melhuâ èt al, 1929).

Porém, os testes de transmissão tem suscitado dúvidas 
a respeito da identidade do vírus causador do Mosaico do Alho. 
Âhlawat (1974)} não conseguiu a transmissão de um vírus de alho 
para cebola, embora usasse motodr.s mecânico e biológico de ino- 
culações, e nos trabalhos do Cadilhac _et al. (1976), a transmis­
são do vírus revelou-se inconsistente.

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

A obtenção de clones de alho, livres de vírus e adapta 
das ao nosso meio, 6 0 primeiro passo para a determinação dos 
prejuízos da doença e, se for o caso, implantação de um programa 
visando a multiplicação desSe material para substituição do alho 
infetado.

Visando esse objetivojfoi realizado 0 presente traba - 
lho e, pa.ra alcançá-lo, empregou-se a termotorapia - 0 mais im - 
portante método para inativar vírus do plantas "in vivo" (Nyland 
& G-oheen, 1969) - e a cultura de meristomas apicais - já usada 
com sucesso cm alho (Havránek, 1972 5 Quiot, _et al., 1972 s Wang & 
Huang, 1974).
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foram,também,estudados métodos de diagnose do vírus,vi 
sando determinar os melhores, a serem usados na indexação das 
plantas obtidas após os tratamentos.
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II. MATERIAIS E MÉTODOS

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

j?oram tratados bulbilhos de alho dos clones Roxo e Vi­
la Verde. Usaram-se bulbilhos dormentes, como também, com dormên 
cia quebrada pela permanência por mais de um mês em câmara fria 
a 122C. Os tratamentos foram subdivididos em tres gruposs 1) ca­
lor sêco, no qual os bulbilhos, em número de dez por parcela, fo 
ram colocados em placas de Petri forradas com papel toallia e es­
tas mantidas em estuías elétricas nas temperaturas prescritas pa 
ra os tratamentos5 2 ) calor úmido, no qual as placas com os bul- 
bilhos foram colocadas em dessecadores de vidro, nos quais fora 
substituída a sílica gel por água, para funcionarem como câmara 
úmida, os quais foram colocados nas estufas 5 3 ) água quente, no 
qual os bulbillios foram mergulhados em água 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 balão de vi - 
dro contendo os fungicidas. Após 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 durações dos tratamentos constam dos 
quadros com os resultados apresentados adiante.



- 5 -

B. Cultura cie meristemas apicais de alho

Foram utilizados bulbilhos de cinco clones de alho; 
Amarante, Branco Mineiro, Lavínia, Roxo e Vila Verde. Os meriste_ 
mas apicais foram obtidos pela dissecaçao, em câmara asséptica e 
sob lupa binocular, de bulbilhos de alho, previamente liberados 
das folhas protetoras e de brotos e raízes em desenvolvimento, e 
desinfetados com solução de hipoclorito de sódio a lfó, deixando- 
os axDos em placa com água esterilizada. Pouco antes da disseca - 
ção os bulbilhos eram deixados em solução de hipoclorito de cál­
cio a 2 por 5 a 10 minutos e após lavados em água esterilizada. 
A assepsia das câmaras de transferência e dissecação era feita 
passando-se um pano umedecido em álcool e ligando-se, por vinte 
minutos,uma lâmpada de luz ultra-violeta. Foram usados bulbilhos 
em estado de dormência, bulbilhos brotados em câmara fria(+l22C) 
e bulbilhos brotados em câmara de crescimento (25 e 3 3 2C* com fo 
toperíodo de 14 horas, numa intensidade luminosa de 7 . 0 0 0 lux). 
Neste último caso, os bulbilhos com dormência quebrada pela per­
manência por mais de um mês em câmara fria, foram plantados em 
recipiente com vermiculite e deixados 14 a 19 dias na câmara de 
crescimento, ate que as folhas atingissem um comprimento de cer­
ca de 10 centímetros. Os meristemas extraídos foram de três ti - 
pos ou tamanhos; sem priaiórdio foliar (tamanho de 100 a 200 mi - 
crometros) 5 com um primórdio foliar (300 a 4-00 micrômetros) (í'ig, 
3..5) 5 e com dois primórdios foliares (500 a 600 micrômetros ) 
(Fig. 1*5).

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

Pelo mótodo de Wang & Huang (1974), utilizou-se o meio 
de cultura 1, do Quadro 1, sendo que no primeiro mês usou-se o 
meio com um terço da concentraçcão e sem. hormônio (ITAA). Os fras­
cos com os meristemas foram, colocados nos seguintes ambientes;



Fig. 1; Dissecação do meristemas apicais de bulbilhos de alhosl) 
bulbilho de alho brotado? 2) Região do prato (caule) e 
base das folhas do bulbilhos parcialmente dissecado; 3 ) 
Região do prato e primórdio foliar bem desenvolvido 5 4) 
Região do prato c primórdios foliaras, estando um já des 
tacado, 5) Região do prato e meristcma com 2 primórdios 
foliares; 6 ) Região do prato e meristema com 1 primórdio 
foliar.





- 7 -

primeiro mês, temperatura ambiente (22 a 28sc) e intensidade lu­
minosa constante de 40 lux; apos, mesmas condições de temperatu­
ra, com intensidade luminosa constante de 500 luz, ate que as 
plantulas estivessem bem enraizadas e cora a parte aérea bem de — 
senvolvida (+ 2 meses) ; entãcy as plantulas foram transferidas pa 
ra areia contida em copos de plástico de 6 x 9 cm, molhadas se - 
manalmente com meio nutritivo líquido (sem agar e glucose) e dia 
riamente com água, e deixadas em câmara de crescimento, com foto 
período de 16 horas, intensidade luminosa de 7 . 0 0 0 lux e tempera 
tura de 25&C, ate que os bulbinhos se formassem e amadurecessem.

Pelo método de Quiot et al. (1972), utilizou-se o meio 
de cultura 2, do Quadro 1, que possue macro e micro - nutrientes 
nas concentrações correspondentes às do meio de Murashige &
Skoog (1962), respectivamente cem e mil vêzes maiores do que as 
citadas por Quiot et al. (1972), 0 hormônio (ííAA) também foi usa 
do numa concentração mil vêzes 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 . 0 0 0 lux e fotoperíodo de 12 horas, 
até que as plantulas atingissem um tamanho de 5 cm? após, a uma 
temperatura de 18~C, sob intensidade luminosa cie 5.000 lux e fo­
toperíodo e.e 14 horas, até que começasse 0 desenvolvimento de um 
pequeno bulbo; então, à 2 5-C, na mesma intensidade luminosa e fo 
toperíodo 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 mês em geladeira ou câmara fria, 5 0 12SC respectiva­
mente, para quebrar a dormência, plantando-os após em mistura cie 
solo e vcrmiculite (l/l; v/v), contida em copos de plástico de 
6 x 9 cm.
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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 própria foram fe 
cliados com papel de alumínio e vedados com fita gomada.
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Q ü A D li 0 1

.Meios utilizados para cultura de meristemas
Meios de Cult uri apicais de alho

a. Macronutrientes
Ca(NO ) H 0 
KCl J  ̂4 2 
MgS04 . H 20
e h 2po
NH^.NO^
KNO

C a C l ^ O

b. FeEDTA

PeS04 .?H 20

c. Micronutrientej 
MiiSO^.^HgO

H3I303

ZnS04*4H2°
EI 
Na
CuSO
Na2MoO ,2H20 

4’5[I2°
CoCl .6H?0

d. Vitaminas, proteínas, 
purina e pirimidina:
Adenina 
Biotina
Pantotenato de cálcio 
Cistina
Caseina liidrolizada 
Mio-inositol 
iícido nicotínico 
Piridoxina
Tiraina
leido ̂ -naftaleno acéi

e. Carboidrato e agar
Glucose
Sacarose
Agar

í . 1 2
| mg/l mg/l
1 510

240 —
720 370
120 170
180 1,650
- 1.900

44-0
mg/l mg/l
37,3 37,3
27 ,8 27,8
ms/l mg/l
22,3 22,3

] 6 , 2 6,2
i

\ 8,6 8,6

1 0,83 0,83
í 0,25 0,25
1 0 , 0 2 5 0,025
I

L o, j
0,025 0,025

ms/l mg/l
1 5
\ 0 , 0 1 —
i 10
1i 10 «i! 1
i 0 , 1 —
í 1 —
1 1 —

1
i 1 —

, A )  j 0 , 1

g/l g/l
30 —

_ 30
i 6 6



- 10 -

C. Diagnose do vírus em alho

C.l. Inoculação em plantas-teste

0 trabalho, com duração aproximada de um ano, foi 
feito sob telado, sem controle de benperatura, que variou no pe­
ríodo conforme os dados do Quadro 2.

As inoculações foram feitas mecanicamente, por di - 
versos métodos, e biologicamente, com o afídio Myzus persicae 
Sulz.

Nas inoculações mecânicas asaram-se, icomo-fonte do 
inóculo,sucos de folhas de alho dos clones Roxo o Vila'Verde e 
suspensões com o vírus semi~-purificado„ Os sucos foram extraídos 
em tampões variáveis quanto ao tipo (fosfato e borato), molarida 
de (0,01 a 0,1 M), pH (6 a 8) e quanto a xoresença ou não de anti 
oxidantes (Na^SO^, 2-mercaptoetanol, sulfato de nicotina e cafeí 
na). Preparações com o vírus semi-purificado foram obtidas con 
forme método descrito adiante, item C.2. 0 inóculo foi aplicado 
nas £>lantas~teste por esfregaços nas folhas, usando-se os de - 
dos? por injeções, conforme técnica de Dhingra & Nariani (1963), 
usada para transmitir o OYDV pare eeboln; e pelo método " tissue 
rub ", idealizado por Yarwood (1953) e citado por Kado (1972), e 
que consite em tomar um maço de fôllias com o inóculo, cortar com 
tesoura ou faca e esfregar d faco cortada nas folhas das plantas 
teste previamente polvilhadan com abrasivo., Na inoculação do 
plantas de cebola,realizou-se forte abrasão nas folhas, conforme 
recomendação feita por louie c: Lorbeer (1966), para transmissao 
do OYDV. Gomo abrasivos foram usados celite e carborundum.

Nas inoculações com o afídio M. persicae, foram usa­
dos dois métodos. No primeiro, comumente usado para vírus estile 
tares, os afídios com jejum de 3 a 5 horas foram deixados 30 mi­
nutos a 2 horas na fonte de inóculo (alho Roxo e Vila Verde) e 
24 horas nas plantas--testo (variedades de cebola e alho Porró).



Foram colocados 5 afídios por planta. íTo segando, asoa-se o mé - 
todo para hospedeiros !1 transitorios" de afídios empregado por 
Marrou & leroux (1972) • Consistiu era deixar por cerca de 70 dias5 

em gaiolas com tela fina do 50 x 00 x 80 cm, plantas-testo ( 5 

variedades de cebola ), plantas infetadas pelo vírus (alho Vila 
Verde) e planta de couve Gongarsol (Brassica olcracea var. ace- 
phala) infestada pelo afídio. As plantas-teste utilizadas ha - 
viam se desenvolvido sob telado e possuiam, no máximo, 40 dias 
de idade. A couve Gongarsol, também desenvolvida sob telado, foi 
infestada com afídios sadios, 15 dias antes do início do experi­
mento.

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

As plantas-teste receberam adubação de cobertura , 
pois o suprimento com nitrogênio favorece a transmissão do OYDV 
para plantas de cebola (Brierley cc Stuart, 1946).

Foram usadas 26 plantas-teste pertencentes a 6 fa 
mílias botânicas (Quadro 3), porém nem todas as espécies lista - 
das foram, usadas em todos os experimentos, dando-se prioridade 
às espécies das famílias Chenopodiaceae e liliaceae, tidas como 
hospedeiras do vírus (Brierley & Smith, 19465 Cadilhac crfc al. , 
19765 Costa, 1977).

- 11 -
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Q U A D xi 0 2
Temperaturas registradas durante o período em ç>ue foram rea­

lizados experimentos de inocul-r.ção do vírus associado ao Mosaico 
do Alho.

Mê s Máxima Mínima Media
Novembro / 76 30,3 10,1 2 3 , 2

Dezembro / 76 j 31,7 17,9 24,3
i í rJaneiro / 77 ) 26,9 j 17,6 j 24,0
I 1 1 Fevereiro / 77 j 28,1 16,9 25,1

Março / 77 j 31,0 j 16,3 27,0

Abril / 77 | 28,1 16,7 25,2
j

Maio / 77 | 27,0 12,3 23,1

Junho / 77 26,7 12,2 22,8

Julho / 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 / 77 29,6 16,6 25,9

Dados fornecidos pela Estação Metereológica do Departamento 
de Engenharia Civil da Universidade de Brasília.
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Q U A D R O  3

Plantas-toDto; utilizadas noo experimentos de inoculação 
o viras associado ao Mosaico do Alho. ;om

Nome cientifico e cultivar
Am ar an th a c e a c s

N ome c ornam

1 .

2 .
3.
4.

G-oiaphrenc globosa L.
- Chenopodia,ceae s 
Chenopodium amaranticolor Cos te 
Chenopodium murale L. 
Chenopodium quino a Willd.
- Euphorbiaceae%

5. Euphorbia prunifolia Jacq,

1 8 .
19.
2 0 »

21.
2 2.
23.
24.
25.

26.

- Solanaceae; 
Capsicum annuum L. AG—10
Dature itramonium L.

j Perpetua

Reyn.

Lycopersicon esculentum Hill. " Angela 
Nicotiana debncy Domin.
Nicotiana silvostrig 
Nicotiana t aba cuia 1,
Nicotiana tabacum L,
Physalis sp.
- Umbelliferae 
Apiuta graveolens L.

Spogaz. cc Gomes 
" TNN "
11 Turkish "

I| Quinoa
!
j
Amendoim bravo

6.
- Liliaceae 
Allium cepa L. 3! Paia Periforme 11 Cebola

7. Allium cepa L. li Pojuda " tl
8. Allium cepa I. Ü Branca Rainha " El
9. Allium cepa L. n Chata Amarela " fl

10. Allium cepa L. íl Chata Roxa » ft
11. Allium cepa L. si Monte Alegre ” íl
12. Allium cepa L. íi Pera do Rio Grande " N
13. Allium cepa L. 3S Roxa das Canárias " fl
14. Allium cepa L. u Texas Grano 11 It
15. Allium cepa 1. (1 White Creole 11
16. Allium fistulo sua L. "Todo Ano" Cebolinha
17. Allium porrum L. Alho Porró

j Pimentão
j Trombeteira
j Tomate
j Pumo
í "
í! t!
j

\ Joá -de-capote

j Aipo



C.2. Purificação 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 filtração em duas camadas do gaze, o suco foi clari­
ficado com n-butanol na proporção 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 vírus foi concentrado'o parcial 
mente purificado por 2 ciclos dc contrif uga.çõcs 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 . Após cada ultía 
centrifugação o precipitado era ressuspenso em tampão 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. Purificação adicional 
foi feita pela centrifugação em gradiente de densidade, consti - 
tuído por 7 ?7,7 e 4 ml de 10,20,30 e 40% do sacarose, em 0,01 M 
de tampão fosfato c 0,5 M de uréia. Apos a centrifugação, 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 lâmpada de uma 
lupa. Cs materiais das bandas assim localizadas foram retirados 
com seringa, separadamente, concentrados por ultracentrifugação, 
ressuspenoos em água e examinados ao espectrofotometro. e micros 
copio eletrônico.

0 antissoro foi preparado cm coolhe, pela injeção 
intramuscular da preparação com o vírus semi-purificado, emulsixi 
cada em igual volume de adjuvante completo do Prcund. Poram fei­
tas 6 injeções, com um intervalo de cerca de 20 dias. Ao sangri­
as, por punção no coração, iniciarara-se ccrca de 40 dias após a 
primeira aplicação do antígeno. Porom feitas 8 sangrias, com um 
intervalo de cerca de 10 dias. 0 sangue obtido foi deixadopor 1 
hora em temperatura ambiente (20 a 25sc) para coagular, descola­
do então das paredes do tubo de vio.ro com um bastão e mantido

- 14 -
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por 24 horas em câmara 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- 
difusão em agar-gel (Lall, 1974), foram usados com o antissoro 
obtido. Nos testes de microprecipitina, usaram-se,como. antígenos, 
sucos de folhas de alho Porró sadio e do alho com uai infetado. Os 
sucos foraa. extraídos das folhas em NaCl 0,35$ (l/l; p/v), clari 
ficados com clorofórmio (l/l; v/v) e centrifugados a 3.000 rpm, 
por 15 minutos, no rotor SS 34 Sorvall. 0 antissoro e soro nor - 
mal foram diluídos ate 1/1024 cm ITaCl 0,05$. Nos testes de dupla 
imunodifusão usou-se, para degradação das partículas do vírus, 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a 0,5$ em ogar gel contendo 0,8$ de 
agar nobre especial (Difco Lab. Detroit, Miehigan - USA) e 1 .$ 
de azida de sódio, e a 1,5$ no tratamento dos antígenos (Purci - 
full & Batchelor, 1977). Os antígenos usados forams suco de plan 
ta oriunda de meristema, suco de folhas de alho Porró, suco de 
folhas do alho dos clones Roxo e Vila Verde, tampão fosfato 0,01 
M, pH 7, usado para extração dos sucos (l/l;p/v) e preparação do 
vírus seni-purificado.Tambom foram usados agar-gel e antígenos 
sem SDS. Soro normal e antissoro, sem glicerina, foram usados 
nas concentrações originais.
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C.3. Microscopia eletrônica

1. Detecção de partículas supostamente virais e de­
terminação de sua morfologia

Tentativas de detecção de partículas dc vírus foram foi
tas através de preparações "loaf dip", método usado por Brandes 
(1957) combinado com contrastação negativa, método usado por 
Kitajima (1965). Fragmentos foliares de plantas dos clones Hoxo 
e Vila Verde foram mergulhados en uma gota de solução a 1% de 
ácido fosfotungstico, pH % mantida em uma superfície parafinada. 
0 material celular dessas folhas que entrara em suspensão, foi a 
seguir transferido para uma telinha de cobre 200 mesh, coberta 
com Pormvar™carbono, e após eliminar o excesso de líquido e se - 
car, foi examinada ao microscópio eletrônico. 0 mesmo foi feito 
com as plântulas obtidas por culturc. de meristemas. Para determi 
nação de características morfológicas, foram tomadas micrografi- 
as a aproximadamente 5.000 Z, tomando-se também, paralelamente , 
micro^rafias do vírus S da batata (PV3), que serviu como padrão. 
As mensurações foram feitas a 50.000 Z.

2. Sxames de suspensões obtidas nas tentativas de 
purificação do vírus de alho.

Os exames das preparações obtidas foram feitos por 
contrastação negativa, método de Brenner & Home (1959). Para 
tal, 1 gota da suspensão foi transferida para a telinha coberta 
com Formvar-carbono e o excesso removido com papel filtro. Após 
seca, foi feita uma rápida lavagem com água bidestilada e coloca 
da uma gota de acetato de uranila a 3$, removendo-se o excesso. 
Após estar seca, foi examinada ao microscópio eletrônico.
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3. Exames o. o sgcçõcg inctologicas de tecido foliar

A fim de detectar possívoic particala3 de vírus oa 
inclusões induzidas pela infecção, ou ainda outros - alterações 
celulares, foram preparados fragmentos folíares e meristemas 
com 1 e 2 primórdioe foli:ires, para exames histológicos de sec- 
ções ultra-finas. Para tal, os tecidos foram fixados em gluta - 
raldeído 2>., em tampão fosfato 0 , 0 5 m, pli 7 ,4 , durante 2 lioras, 
e após lavagem era tampão fosfato 0 , 0 1 U, fez-se pós-íixação em 
OsO^ a 1%, em tampão fosfato 0 , 0 1 M, pH 7 ,4-, durante 2 horas. 
Após desidratação em acetona, 0 teci;'.,o foi incluído em Epon 
812, seccionado com navalha do diamante ou vidro, contrastado 
com acetato de uranila e citrato de chumbo 0,finalmente, exami­
nado ao microscópio eletrônico.



III. RESULTADOS

A. Tratamento térmico de bulbilhos de alho.

1. Efeito do calor sobre a sobrevivência dos bulbilhos

Sob calor contínuo, sem umida.de, os bulbilhos em dor - 
mência do clone Roxo sobreviveram a 4-32C por 1 semana e 39 2C por
2 semanas. 0 tratamento com umidade afetou mais a sobrevivência 
dos bulbilhos, pois estes suportaram apenas 392C por 1 semana. , 
e com 2 semanas de tratamento não houve sobreviventes mesmo a 
37-C (Quadro) 4.A). No tratamento contínuo a 39eC com bulbilhos 
dormentes dos clones Roxo e Vila Verde, houve sobrevivência 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 dormência do clone Roxo aparentemente não foi afetada , 
mesmo em tratamentos a. 502C por 2 semanas (Quadro 5.A). Porém, 
bulbilhos do clone Vila Verde, com dormência quebrada pela perma 
nência por mais de 1 mês em câmara fria a 122C, tiveram a percen 
tagem de sobrevivência diminuída quando submetidos a 502C com 
umidade por 1 e 2 semanas, e a sobrevivência foi nula quando se 
usou a mesma temperatura sem umidade (Quadro 5.B).

Nos tratamentos com água quente houve sobrevivência de 
bulbilhos a 552C por 15 minutos, a 50^C por 30 minutos e a 4-5 eC 
por 5 horas. Os bulbilhos tratados foram do clone Vila Verde e 
estavam com a dormência quebrada pela permanência por mais de 1 
mês em câmara fria a 122C (Quadro 6).

2. ilifeito do calor sobre o vírus.
Gs tratamentos térmicos de bulbilhos de alho nas condi 

ções dos experimentos realizados o com os clones usados, aparen™
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Q U A JJ R O 4

Tratamento térmico contínuo do bulbiliios do alho em domen - 
cia.

A. Clone Roxo

Tra';ajnento Temperaturas (ec)
Duração ■> ■ i .... . ,

umidade — - .... .......
22 a 28 37 39

P  —
41 43

i ™  i
com 10* 3 5 0 0

iO viUClX-lul
. sem 10 7

9
6 1

com 10 0 0 0 0
<— ÔJ-LLOU-XU. O ;

som j 8 j 7 I 7 | 0 j 0

B. Temper:itura de 39 2 0 o
9 seco

Clones
Duração dos r n  ■y» *■>

_L X  Cltamentos ( sem?
1 '

mas ) Controle

3 í
4

i  5  | 6 (22 a 282C)

Roxo 3* i 0
! 0 !

0 5

Vila
Verde

1
0 | 0 ! o i 

! ( 
J _  _________í___

0 6

* os números represcntaci as plantas obtidas de dez huPoilíios 
tratados.
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Q U Á D R Q 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 dormência

Trat:imento Temperaturas (SC)
Duração unidade 22 a 28 39 45 50

1 semana
1

com 9 * 10 8 9
sem 10 9 10 9

2 semanas !
1

com 10 9 7
8

sem 9 9
—

8 9

B. Clone Vila Verde, com dormência quebrada pela permanência
por mais de um mês em câmara fria (+ 12^’C)

Tratamento Temperaturas (-0)

Duração Umidade 22 a 28 39 45 50

1 semana com 10* 10 10 7

sem 10 10 i g 0

2 semanas
com 10 9 10 2

sem 9 8 7
0

* Os números representam as plantas obtidas de dez iDolbilhos 
tratados.
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Q Ü A D H O  6
Tr^tcunento com agua quentes do "ba.lbjlh.os do alho do clone Vi­

la Verde com dormência quebrada pula permanencia por mais de um 
mês em câmara fria (+ 12°C)

Duração
Temperaturas '[20)

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 1 10 0 0

2 horas 10
10 1 9

0 0

3 horas 10 10 i 7 0 0

4 horas 10 i 6
0 0

5 horas 10
..—  . —

9 ! 8 
.JL ___  ~

0
«J

0

* Os números representam as plantas obtidas de dez bulbilhos 
tratados.
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temente não foram efetivos para inativar o vírus. 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 não tratados.
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B. Cultura do meristemas apicais do alho

Dos 460 mor is tomas apicais do bulbilhos do alho utili 
zados, 135 so desenvolveram, o quo representa cerca de 29$, o 
destes, apenas 59 dernm origom a plantulas completas, com raí - 
zes o parto acro r. bem desenvolvidas, o que significa 12$ do to­
tal realizado (Quadre 7, 8, 9 o 10).

Das 59 plantulas completas obtidas, foram examinadas 
30 ao microscópio eletrônico. Cinco destas, pertencentes aos 
clones Vila Verde e Anaranto, não apresentaram partículas de ví 
rus, estando supostamente sadias (Quadro 7).

0 estado fisiológico dos bulbilhos usacbs para extra - 
ção dos meristemas não teve influencia nas porcentagens do plãn 
tulas obtidas, porém meristemas originados de bulbilhos brota - 
dos c, principalmente, brotados cm altas temperaturas, aparont£ 
monto tiveram maiores possibilidades de originar plantulas li­
vres de vírus (Quadro 8).

0 tipo ou tamanho do meristoma utilizado teve grande 
importância no sou desenvolvimento e na obtenção de plantas sa­
dias. Assim, não houve crescimento do meristemas sen primórdio 
foliar., Dentro cs 193 meristemas foliar, 33$ deles sc desenvol­
veram c 11$ deram origom a plantulas completas, enquanto quo 
dentre os 102 meristemas com 2 primórdios, 71$ deles se desen - 
volveram e 36$ deram origom a plantulas completas. Porém, apo - 
nas os meristemas com 1 primórdio foliar deram origom a plantu­
las supostamente livres de vírus (Quadro 9).

0 método utilizado não 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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Q U A D R O  7

Resultado, por clone, da porcontagem do moristemas desenvolvi­
dos, do plantaias obtid- c g do plantulas possivelmente sem viras.

Olones
Meristemas Plântulas

Utilizados Desenvolvidos Obtidas Examinadas 
ao M. E.

Sem
Viras

Vila
Verde

186 82 (44%) 42(22/0 19 4

Branco
Mineiro 136 0 0 0 0

Roxo 66 36 (5450 7(10%) 5 0

Amarante 62 14 (22%) 9(14%) 5 1

lavínia 10 3 (30/0 1(10%) 1 0

Total 460 135 (29%) 59(12%) 30
í __________

5
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U A OO

Efeito do estado fisiologico dos Lulbilhos sóbre a percentagem 
do plântulas obtidas o plântulas som vírus.

jultiUvis

com
doniencia

H o r i s t o j  i.g s

{Utilizados jJesenv lviC.ca k btidasj

Plântula
i ^xajaincdr

Lx o ü «

66 i 36 (54/0

Brotados , ,

em câmara ; 355 , 92 (25, )
fria .
(± : ,

- |
; ?(io>o 1
t 1
j---------L
i 1 
) 48 (135') i 
í i 
! í

Urctadoo j 
em câmara i 
do cresci-- 1 
monto '
(24 0 332C)'

38 i 7 (10; ) I 4(10^) i

I

Total

j -

460

23

a em
Vírus

I t 1
•135 (20: ) '53(12, ) ' 30

0

4

1
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Q U A D H O  9

iiícito do tipo ou; t-fimanlió do mcristcma* sobro se a desenvolvi •— 

mento G- -sobre1 a. porcentagem de plantulas obtidas e soa-vírust

Tipos Jutilizados

. . i.

De s envolvido s
, Sxar-nnadas 

Obtidasj Tir _ 
j ao i, s.

. . . ..... i _ ......

Sem

Vírus

t

sem iDrimorj 
dio foliar j 

(100 a 200j 165 
micrôme - j 

tros) j

o° 
j 1

O

0

con 1 pri-j j ! ! 

mordio fo-j j I j 

liar (300 í 193 1 64 (33#) i23(ll#)! 12 
a 400 mi - ! .| )

i 1 1 \ 
crômetros) i j

5

com 2 pri~ 
mordios fo 
l i a r e s (500 
a 600) mi-

crômetros)

1 I 1! ! I 
102 ( 71 (71#) *36(36#) 18 

J 1 I

1 » ! 

i ... .!.. .. 1 ______ _

0

Total j 4 6 0  I 1 35  ( 2 9 # )  ; 5 9 ( 1 2 / - )  i 30 | 5
j í 1 1
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Q U A D R .0 10

Resultados obtidos n a  cultura do me-r-ist Gaias? polo. utilização 

dos métodos dc Wajig..& Hucua®v(1974) c do Quiot ’ót al. (-1972).

M é t o ­

do,

Meristemas Plantulas

Tipos

I

Utilizados Desenvolvidos Obtidas

Exami­

nadas 
ao I. 
E.

Sem

Vírus

Wang

sem pri-

mordio

foliar
149 0 0 ' 0 0

: &

Huang

com 1 
primér- 

dio fo­

liar

57 16 (28io) 5( Sfo) 3 1

(1974)

.

com 2 
primér- 

dios fo- 
liares

24 ,17 (70£) 11(45°/) 5 0

Quiot

sem pri-

mórdio

foliar

16 0 0 0 0

61 al
com 1 
primér- 

dio fo­
liar

136 .48 (35c/ó) 18(1395) 9 4

(1972) com 2 
primér- 

dios fo- 
liares

78 54 (69°fo)

■

25(32$) 13 0

Tolal 460 Í35 (29?5) 59(12/o) 30 5
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permaneceram nos frascos, método do Quiot et al. (1972).

Frascos pequenos para os moristemas recém extraídos fo 

ram melhores, pois ocuparam menor espaço 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 plân­

tulas permaneceram cerca do um m o 3 polo método de r’ang & Huang 

(1974) e dois meses pelo método do Quiot et a l . (1972). Frascos 

m a i o r e s , .tipo "french square" com capacidade para 50 ml(Fig 2.3) 

ou tubos de ensaie grandes (Fig 2.4), foram usados a partir de 

e n t ã o .



Fases do desenvolvimento de mori st ornas apicais de bulbi- 

llios de alho: 1) Meristemc. com alguns dias de desenvolvi 

mento? 2) Plântula com cêrca dc 20 dias? 3) Plântulas 

com cerca de 40 dias? 4) Plântulas com cerca dc 60 dias" 

5) Plântula com cêrca de 70 dias transferida para copo 

com areia; 6 ) Bulbilhos obtidos após 3 meses de cultura.



-  29  -



- 30 -

C. Diagnose do vírus em alho

G.l. Inoculações em plantas-teste.

Os resultados obtidos da inoculação mecânica de 26 es 

pecies e variedades de plantas-teste, pertencentes a 6 diferen - 

tes famílias (Quadro 3) foram negativos na diagnose do vírus por 

esse método. Nos testes efetuados, apenas algunas plantas de 

Clienopodium quinoa Willd.se apresentaram, com lesões locais nas 

folhas, caracterizadas por manchas cloróticas de 2 a 3 m m  de di­

âmetro, quando inoculadas por esfregaço com. os dedos, usando su­

co de folhas extraído em tampão fosfato a 0,01 M, pH 7 e carbo •- 

rundum como abrasivo. 0 aparecimento dos sintomas se deu entre 7 

e 10 dias após a inoculação. Porem, n e m  todas as plantas inocula 

das pelo mesmo método mostraram sintomas, demonstrando ser o ví­

rus de transmissão difícil e inconsistente.

Tampouco, não houve efeito da adição dc anti-oxidan - 

tes (Na^SO^, 2-mercaptoetanol, sulfato de nicotina e cafeína) e 

do uso de tampões com pH e molaridades diferentes de 7 Q 0,01 M, 

respectivamente.

Os testes de inoculação por meio do afídio M. persir 

c a e , utilizando 8 variedades de cebola (A. c e p a ) entre elas al - 

gunas comprovadamente susceptíveis ao OYDV, deram resultados apa 

rentemente negativos, não havendo manifestação de sintomas.
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C. 2. Purificação e sorologia

A trituraçao das fclliaa de alho e posterior filtração, 

através do camadas do gaze, foi dificultada pela presença de 

substância mucilaginosa nos tecidos da planta. Bsta dificuldade 

foi minorada, em. parte, u.sando~se naior volume da solução de ex­

tração do suco. Verificou-se que o clone Roxo possui maior quan­

tidade de substância mucilaginosa do que o Vila Verde.

Após a adição e mistura de n-butanol ao suco, e centri 

fugação a baixa rotação, o sobrenadante apresentou-se com cor 

castanho clara. Os precipitados obtidos nas ultracentrifugações 

eram pequenos e de cor castanho clara c. amarelo escura,

Nos tubos com gradiente de densidade ocorreu a forma - 

ção de duas bandas, uma a cerca de 20 m m  abaixo do menisco (Ban­

da l) e a outra a cerca dc 30 m m  (Banda 2). Os ma.tori£vis retira­

dos destas bandas, quando submetidos ao exame com espectrofotôme 

tro, revelaram curvas de absorção de luz ultra-violeta típicas 

de núcloo-proteínas (Fig 3*2). Para a Banda, 1, houve uma absorção 

máxima a 260 nm, mínima a 237 rim e relação A280/A260 igual a 

0,4-6, e para a Eanda 2, uma absorção máxima a 262 nm, mínima a 

247 nm e relação A280/A260 igual a 0,72. Pela tabela de Layne 

(1957) estes dados indicam nucleo-proteínas com cerca de mais 

de 20 e 9$ de ácido nucleico, respectivamente. Ao exame com mi - 

croscópio eletronico, a,penas no material da Banda 2 pode-se ob - 

servar um grande número de partículas, usualmente agregadas ex - 

tremidade - a - extremidade, e geralmente enoveladas (Fig 4.1) . 

Embora usando sempre a mesma metodologia, algumas vezes não se 

obteve a formação de bandas no gradiente de sacarose.

Nos testes dc mieroprccipitina em placas,houve a forma 

ção de precipitados em todas as diluições do antissoro, quando



Pig. 3; Vírus associado ao Mosaico do Allios l) Diagrama com a 

distribuição das monsurações das p a r t i c u i a s5 2) Curvas 

do absorção do luz ultra.» vi o lota dos materiais das ban - 

das obtidas nas tentativ s do purificação do vírus om 

gradiente dc sacarose.
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C O M P R I M E N T O  DAS P A R TÍ C UL A S  ( n m)

C O M P R I M E N T O  DE ONDA ( n m )



Fig. 4 : Micrografias eletrônicas dc partículas c inclusão lamolar 

associadas ao l;Iosa.ico do Allio; 1) Preparação semi-purifi- 

cada 5 2) Inclusão lamolar associada à doonça em prepara - 

ção "leaf d i p " ; 3 ) Partículas alongadas cm preparação 

"leaf dip".
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se usou suco de folhas de alho como antígeno 5 porem apenas as 

duas primeiras diluições do antissoro, 1/2 e 1/4 respectivamente, 

formaram precipitados, quando se usou suco de folhas de alho Por­

ró. Nos testes de dupla imunodifusão en agar-gel (Pig. 5 ) ocor - 

reraci linhas de precipitina,indicando as seguintes reações;

- Agar-gel e antígenos sem SDS

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

Roxo e Vila Verde.

- Agar-gel sem e antígenos com SDS

Reaçao do AS com preparação do vírus semi-purifica -r

do.

- Agar-gel com e antígenos sem SDS

Reação fraca do A 8 cem preparação do vírus semi-puri

ficado.

- Agar-gel e antígenos com SDS

Reação do AS com preparação do vírus semi-purifica -

do.

Com 0 soro normal houve formação de linhas de precipi­

tina circulares, indicando reações não específicas, quando se 

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



Tostes do dupla imunodifusão om agar-gel do antissoro ob­

tido contra o vírus associado ao Mosaico do Alho; 1) Pla­

ca som SDS; 2) Placa cora SDS. Antígenos usadoss l)Suco de 

plântula originada dc cultura do meristemas 5 2) Suco do 

fôllias de allio Porró; 3 0 4) Suco dc folhas de alho dos 

clones Roxo e Vila Verde, respectivamente 5 5 ) Tampão fos­

fato 0,01 M, usado par,:- extração dos sucos? 6) Preparação 

com 0 vírus semi-purificado.

Nos conjuntos de furos das placas a direita, os antí 

genos foram tratados com SDS a 1,5/6 

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

Partículas alongadas e flexíveis, de cerca-de 15nm de 

diâmetro e comprimento variando entre 600 - 900 nm, similares às 

dos Potyvirus, foram consistentemente detectadas nas preparações 

"leaf d i p 5’, feitas com folhas dos clones de alho Roxo e Vila Ver 

de. Eventualmente, foram observadas for.aaçoes lamelares, com po — 

riodicidade, e que provavelmente representam as inclusões lamela 

res típicas da infecção por Potyvirus (Fig 4*2 e 6.1).

0 comprimento normal (modal) baseado na curva de dis - 

tribuiçao dos tamanhos das partículas, usando o PVS como padrão, 

deu um valor da ordem de 774 nm, tendo sido medidas 60 partí­

culas. Houve um pico secundário na curva de distribuição em tôr 

no de 650 n m  (Fig 3*1).

Foram, examinadas 30 plântulas originárias de cultura 

de meristemas. Todas as de meristemas com 2 primórdios foliares 

continham as partículas alongadas do tipo Potyvirus, mas em 5 

plântulas, 4 0 das derivadas de meristema com 1 primórdio foliar 

não se pode detectar as partículas apesar de um re-exame do mate 

rial.

Nas secçõos histológicas dos tecidos foliares foram 

consistentemente notadas inclusões lamelares típicas dos Potyvi­

rus, as quais, em secções, produziam configurações variadas como 

linhas curvas ou retas e paralelas, ou ainda "cataventos" (Fig. 

6.2). E m  algumas secções, pode-se notar também certas áreas cito- 

plasmáticas contendo material fibrilar, possivelmente as parti - 

cuias alongadas in s i t u . (Fig 6«1). Não se observaram alterações 

marcantes nas células, apesar da presença dessas partículas e/ou 

inclusões lamelares.



Micro,grafias elotrônicas de sccçoes ultra-finas dos teci 

dos dc folha3 do alho com sintomas do mosaico; l) Inclu­

sões laaclares (IL) associadas à doença, do tipo induzi­

do polos P o t y v i r u s5 2) Partículas alongadas (7) dispor - 

sas no citoplasma.
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Bawden (1966), citado por Nyland & Goheen (1969), re - 

latou que qualquer vírus poderia ser inativado in vivo pelo ca- 

lor, dosdo que se usasso o tratamento adequado. Porem, com vírus 

de alho ainda nõ.o se conseguiu determinar um tratainento térmico 

efetivo, embora neste trabalho os bulbilhos tivessem suportado 

temperaturas relativamente altas, 4 3 2C em calor contínuo e 50^0 

em calor intermitente (8 horas na estufa e 16 horas em temperatu 

ra ambiente - 22 a 28^0), por períodos de tempo de 1 e 2 sema - 

nas, respectivamente.

E m  tratamento contínuo a 392c os bulbilhos suportaram 

3 semanas, não havendo, aparentemente, efeito sobre o vírus. No 

entanto, é possível que tratamentos de bulbilhos em temperaturas 

um pouco mais baixas e por períodos mais longos promovam a inati 

vação do vírus. Referencias do uso deste tipo do tratamento na 

terapia de viroses de diversas plantas são citadas por Nyland & 

Goheen (1969).

Lin & Lo (1966), citados por Nyland & Goheen (1969),n£ 

taram uma maior tolerância, dos tecidos de plantas ao calor úmi­

do. Para os bulbilhos de alho tostados esta afirmativa foi váli­

da qua.ndo se usou tratamento intermitente, porem, com tratamento 

contínuo, 0 calor úmido prejudicou mais os bulbilhos do que o ca 

lor seco.

A informação do Nyland & Goheen (1969), de que a so - 

brevivência aumenta cora o uso de calor intermitente, foi confir­

m a d a  neste trabalho.

Não foi conseguido desenvolvimento do meristemas api - 

cais de alho sem primórdio foliar, embora ’7a,ng & Huang ( 1974 ), 

tenham relatado a utilização destes meristemas na regeneração de 

cultivares de alho infetados por vírus. Como os meristemas deste

IV. DISCUSSÃO
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tipo sao muito pequenos (100 a 200 micrometros, e a operação de 

extração mais demorada, é provável que tenha ocorrido desidrata 

çao irreversível dos mesmo a, antes de colcca—los nos frascos 

com os meios de cultura.

Quiot e_c al (1972), usando moristemas com um primór- 

dio foliai*, conseguiram uaa percentagem de recuperação 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:ang & 

H u a n g , (1974), conseguiu-se, com meristemas de um primórdio fo­

liar, menos de 5/ dc plântulas supostamente sadias, em relação 

ao numero total de moristemas doste tipo utilizados.

Segundo Kassanis (1972), quanto maior o meristema , 

ma i o r  a chance do se desenvolver, porem menor a probabilidade 

de originar plantas livres de vírus. Ueristemas de alho com 

dois prim.ord.ios foliares (500 a 600 m i c r ô m e t r o s ) se desenvolve­

ram em muito maior percentagem (70; ) do que os com um primórdio 

foliar (33/:), porém nenhuma plântula obtida dos primeiros, reve 

lou-se livre de vírus.

Quiot o_t al (1372) não fazem referência ao estado fi­

siológico 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 

ção de alguns vírus é inibida, ou se d/ mais lentamente, poden - 

do-se obter partes de plantas livrvs de vírus, mantendo-as '1 • em 

ambientes com temperaturas altas. No presente trabalho, usando- 

se meristemas com diferentes estados fisiológicos, obteve - se, 

percentualmento, mais plântulas supostamente livres de vírus de 

meristemc.s extraídos de bulbilhos brotados em cornara de-cresci^- 

monto (25 e 33eG, temperatura noturna o diurna respectivamente), 

do que de bulbilhos brotados em câmara fria ( + 122C). Nenhuma 

plântula oriainnda de meristoma extra.idc do bulbiliio
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dormente estava supostamente livre de vírus.

Brierley L Smith (1946) relataram a transmissão me - 

canica e pelo axídio i.Iyzus persicao Sulz. de um vírus de alho 

para dezenove cultivaros de cebola. í'os testes efetuados, no 

preDento trabalho, asando-so doz cultivares de cebola, alguns 

comprovadamento susceptíveis ao Onion Yellow Dvvarf Vírus, c:omo

demonstraram Gosta e_t aJL. (1966), não se conseguiu a transmis - 

sao do vírus do alho, ou, pelo menos, as plantas inocoladas não 

apresentaram sintomas que as distinguissem das plantas -con t r o ­

le. Ahlawat (1974) também obteve resultados negativos ao tentar 

a transmissão de um vírus de alho para cebola,

0 aparecimento de lesões locais cloréticas em a- 

penas algumas da,o plajitas do Chononodiun o uinoa ' inocula, — 

das, coincide com o relato feito por Cadilhac et_ al, (1976), de 

que as transmissões do vírus do alho são inconsistentes.

íiessiaen Marrou (1965) mencionaram a realização de 

semi-purificação do vírus de folhas de alho através da precipi­

tação fracionada com sulfato de amonio, e a obtenção de antis - 

soro c;ue reagia com proteínas normais do hospedeiro. Neste tra­

balho, a semi-purificação do vírus foi efetuada com centrifuga- 

ções diferenciais e em gradiente de densidade de sacarose, mas 

os testes do antissoro, emboxa prejudicados pela inexistência 

de plantas sadias de alho para ua controle adequado, sugerem 

também a presença de anticorpos contra proteínas normais do 

hospedeiro,

A ocorrência de baixas concentrações de vírus no 

alho em certas fases do ciclo da planta foi mencionada por Ca­

dilhac et al. (1976). Jissa menção poderia explicar, em parte, a 

inconsistência observada nas purificações do vírus. Outra pos - 

sível causa seria a perda de grande parte das partículas duran 

te o processo do purificação, pela agregaçao e precipitaçao,poisy
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embora usando areia co.no desa^regante em todas as fases da puri- 

ficaçao (Damirdagh &  üh.eph.orcl, 1370), as micrografias das uspen— 

sões do viras mostraram partículas lidadas e enoveladas. Modifi- 

Cciçoas nos tipos ue d esa.gregan.te o tampao asai.Los na purificação 

poderao ser feitas como tentativa de melhorar o processo.

Como xoram observadas diferenças entre os dois clones 

de alho asados,quanto '. presença da substância mucilaginosa que 

dificulta a trituraçao, sugere-se a realização de estudo dos di 

versos clones, para determinar os que oferecem maiores facilida­

des de purificação, tanto no que se refere ao processamento, co­

mo na obtenção de maiores concentrações do vírus.

Cadilhac et_ a l . (1976), através da microscopia ele - 

tronica, caracterizaram dois vírus diferentes infetando alho, na 

França, um Poty e um Carlaviruo respectivamente,, Neste trabalho, 

nos clones e amo;vcr...s examinados, não se encontro roa evidencias 

claras da ocorrência de mais do ua tipo de partícula de vírus. A 

presença de dois picos no diagrama de distribuição dos tamanhos 

das partículas, também observados no trabalho de Costa., et al . 

(1966) (Fig. 3*1), constituem uma evidencia muito fraca, ainda 

m a i s  que o numero total de partículas medidas nos dois casos foi

muito baixo.

Wang ã Iluang (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 geração de 

plantwic obtidas de .aoriotemao, as fClhas são muito pequenas e os 

sintomas de difícil observação. I:'este trabalho, a diagnose foi 

efetuada ao fim da primeira geração das plântulas obtidas, atra­

v é s  do exam.es ao microscópio eletronico. G método permitia ama 

seleção ainda na primeira geracao, e as plântulas infeta.das, que 

escapara a a v,ste crivo, poder-o ser tostadas novamente nas gera­

ções seguintes.
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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 contínuo), ou a 502C por 2 sema­

nas (calor úmido e intermitente), ou ainda a 45 2C por 5 horas e 

502C por 30 minutos (água quente), apresentaram sintomas de mo - 

saieo, revelando que esses tratamentos térmicos não foram efeti­

vos para inativar o vírus.

Cultura de meristemas apicais de bulbilhos foi fèi- 

tc» seguindo-se, basicamente, metodologias usadas por Quiot et 

al.(l972) e Wang & Huang (1974). Não houve desenvolvimento das 

meristemas extraídos sem primórdio foliar (tamanhos variando en­

tre 100 a 200 m i c r ô m e t r o s ).Dos meristemas extraídos com 1 primor 

dio foliar (300 a 400 micrômetros) e 2 primórdios foliares (500 

a 600 micrômetros) 33 o 71$ deles, respectivamente, se desenvol­

veram. Partículas do vírus foram observadas em todas as plântu - 

las examinadas, com exceção de 40$ das plantulas originadas de 

meristemas com 1 primórdio foliar.

Embora de maneira inconsistente, Chenopodium quinoa 

Willd. foi a única planta quo mostrou lesões locais cloróticas 

nos testes de inoculação mecânica. 0 vírus não foi transmitido 

mecanicamente ou pelo afídio Myzus persicae Sulz. para cultiva - 

res de cebola susceptíveis ao vírus do Mo sai co-em-í’a.ixas da ceb£ 

la (OYDV).

A purificação parcial do vírus foi obtida por centri- 

fugações diferenciais e em gradiente de densidade de sacarose.Ao 

cspectrofotômetro, a preparação do vírus obtida revelou uma 

absorção máxima a 262 n m  e mínima a a 247 nm, com A260/A280 i - 

gual a 1,37. Os testes do antissoro obtido foram prejudicados pe_ 

la inexistência de alho sadio para controlo.

V. RESUMO
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A microsecuia eletrônica revelou-se como o único meto 

do viável para diagnose do vírus do alho, em plântulas de primei 

ra geração, originadas de cultura de meristemas.



G-arlic plants, originatod from clovos naturally infc£ 

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 45 2C for 5 hours and at 502c for 30 m i ­

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 

n o d  basically according to tho motliods usod b y  Quiot' erfc al. (197^) 

and Wang & Huang (1974) No dovolopmont was observed for the mo- 

ristoms without foliar primordium (100 to 200 micromotors) ,while 

30i<> 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'o sorvo d in ali garlic plants examinaied with the ex - 

ccption of 40$ of the garlic plants originatod from meristoms 

w i t h  ono foliar primordium.

In tho mochanical inoculation testo, Chenopodium qui- 

noa Willd was tho only plant Yíhich 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 nucl e o—protein with maximum absorbance at 262 nm,mi 

nimum at 247 nm and A260/A280 equal to 1,37. The sorological tes
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VI. SÜMMAHY
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ts with. tho anti-serum. obtainocL were made more difficult b y  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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