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1. Introducao

O estudo dos Virus das Leguminosas necessita de maior coope-
racdo internacional de maneira a poder fazer-se o inventirio mundial,
para o que se torna necessario o isolamento e caracterizacio dos virus
encontrados nas diversas regides do globo a fim de poderem ser
tomparados.

No que diz respeito a Soja (Glycine soja (L.) Sieb, & Zucc.)
ha diversos virus que podem causar enfermidades, quer por inocula-
cOes experimentais quer por infecgdes naturais no campo, estando
provada para alguns a sua transmissibilidade 4 semente,

Nos campos de cultura de Soja, onde colhemos material s6
encontramos o Virus do Mosaico da Soja (Soybean mosaic virus,
GARDNER & KENDRIK 1921},

As perdas de producdo atribuidas a este virus oscilam entre 30
e 75 % (KENDRIK & GARDNER, 1924). Se se considerar os valores que
tém sido dados como percentagens de transmissido pela semente, ou
seja, 13 % (GArRDNER & KENDRIK, 1921), 10 a 25 9% (KENDRICK &
GARDNER, 1924), 40 % (HEINZE & KOHLER, 1940) e 2 a 75 9% (CONOVER,
1948), ainda mais evidente se torna a gravidade que representa para
a cultura da soja.

{*) Trabalho concluido em Dezembro de 1861 e apresentado no Instituto
Superior de Agronomia como Relatério Final do Curso de Engenheiro Agrénomo
em 18 de Julho de 1062,
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Todos cs trabalhos que se conhecem sobre o Virus co Mosaico
da Soja focam, além destes pontos, a sintomatologia que origina, for-
mas de transmissio e propriedades fisicas do Virus. No gue diz res-
peito 4 producdo de anti-soro e a observacio de particulas ao Micros-
copio Electronico, apenas conhecemos vagas referéncias que nio envol-
vem purificagdo do virus.

No presente trabalho efectuou-se a purificacdo do virus a fim
de preparar anti-soros especificos para aplicacdo em diagnostico,
tentou-se a transmissdo mecénica do virus a outras plantas onde tam-
bém pudesse causar infecclo sistémica, procurou-se ver a maior ou
menor facilidade de transmissio por diversas espécies de afideos ja
antericrmente ensaiadas ou nio, fez-se um estudo pormenorizado da
transmissdo pela semente a fim de verificar se se notava qualquer
relacido entre o virus e a localizagdo da semente na vagem ou entre
o virus e a insercdo da vagem no caule, determinou-se a percentagem
de transmissio pela semente em algumas cultivares e pretendeu-se
ainda, no que diz respeito a ensaios tendentes a dominar o virus na
cuitura da soja, por um lado seleccionar cultivares resistentes obser-
vando o seu comportamento em relagio a inoculagio mecénica e por
afideos, por outro lado determinar a possivel eficiéncia dos tratamen-
tos térmicos aplicados as sementes para as libertar do virus.

2. Revisdo bibliografica

O Mosaico da Soja considera-se citudo pela primeira vez por
CLINTON (1916) em Connecticut sob o nome de clorose ou enruga-
mento, o qual descreve pormenorizadamente os varios sintomas folia-
res. Encontrou a doenca nas cultivares Medium Green, Wilson, Swan,
Kentucky, Wing's, Mikado e Hollybrook e verificou que esta ultima
era a mais susceptivel. Também observou clorose mas sem enruga-
mento nas cultivares O’Kute, Itosan ¢ Manhattan.

Em 1921, GARDNER & KENDRICK ern West La Fayette, Indiana
(U. 8. A.), encontraram uma doencga de mosaico tipico num campo de
soja «Hollybrook» e descreveram a sintomatologia, Observaram que
as plantas doentes com mosaico permaneciam mais tempo verdes
havendo assim um atraso na maturacio e verificaram que a doenca
se transmitia pela semente, numa percentagem de 13 %.

Foram estes autores os primeiros que fizeram transmissdes expe-
rimentais, provando assim tratar-se de uma virose, atribuindo ao
agente causador a designagdo de Soybean Mosaic Virus. Obtiveram
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para periodo de incubagdo, na soja, 13 dias mas ndo conseguiram
transmitir o virus a Phaseolus vulgaris L. e a Vigna sp. A existéncia
de Jassideos (Leafhcppers) na cultura de soja levaram os autores a
téntar a transmissdo com estes insectos, mas infrutiferamente.

KENDRICK & GARDNER em 1924 comunicam o resultado dos novos
estudos que fizeram. Continuaram a nao conseguir transmitir o Virus
do Mosaico da Soja a outras plantas além da soja, embora tivessem
inoculado seis cultivares de Phaseolus vulgaris L., sete espécies do
género Phaseolus, duas espécies do género Dolichos, Pisum sativum L.
e Vigna sp. Encontraram no campo a doenca em 25 cultivares consi-
derando como mais susceptiveis «Midwest», <Haberlant> e «Black
Eyebrows», e notaram que «Soysota» e «Virginia», mostraram uma
tendéncia a escapar a4 infeccdo sob as condicdes de campo, Ainda os
mesmos autores verificaram diferencas na transmissdo pela semente
de diferentes cultivares. Assim o virus transmitiu-se em maior per-
centagem através das sementes da «Midwest», «Haberlandt», «Black
Eyebrow», «A. K.» e «Arlingtons, do que através das sementes da
«Feldun», «Manchu», «Lexington» e «Dunfield», Diferencas marcadas
ocorreram em diversos anos nas percentagens de mosaico dentro da
mesma cultivar. Ndo encontraram qualquer relagdo quanto & trans-
missao do Virus do Mcsaico da Soja e a localizacio da semente nas
vagens doentes ou a época de infecgido da planta.

DicksoN em 1924 faz referéncia pela primeira vez & presenca
do Mosaico da Soja em Quebec, no Canada.

MURATA em 1925 registou a existéncia do Mosaico da Soja no
Japio.

Em 1931, Baupys verificou na Checoslovaquia a ccorréncia duma
doenca que atacava a soja, caracterizada por uma forma severa de
mosaico em que as plantas ficavam ananizadas, com varias deforma-
¢des, manchamento das folhas, esterilidade, registando-se a morte
prematura das plantas afectadas.

HANSFORD em 1934 descreveu uma doenca severa de mosaico
que atacava a soja no Uganda. As plantas apresentavam-se definha-
das, com a folhagem espessa, enrugada e enrolada, mas sem qualquer
diminuicdo na producao.

Verifica-se portanto que até 1935 todos os trabalhos referentes
a0 Mosaico da Soja nos diversos paises se baseiam exclusivamente
na sintomatologia e transmissao da doenca pela semente ou por ino-
culacio mecdnica, com excepcio duma tentativae infrutifera de trans-
missédo por vectores biologicos.
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Deve-se a PIERCE em 1935 o primeiro estudo das propriedades
fisicas do virus. Ao fazer a identificacdo dalguns virus que atacavam
Leguminosas, baseada na sintomatologia em diversas espécies inclui
o Virus do Mosaico da Soja, que considerou especifico 4 soja. Deter-
minou para temperatura letal do Virus do Mosaico da Soja, 58°C e
para limite de longevidade «in vitro» 3 dias.

De 1935 a 1940 os trabalhos publicados voltam de novo a limi-
tar-se & citacdo do aparecimento do Mosaico da Soja, caracterizando-o
simplesmente a partir da sintomatologia.

Assim SAVULESCU et al. em 1935 mencionaram a presenca do
Mosaico da Soja na Roménia. Em 1939 LINHEL, citou a existéncia do
Mosaico da Soja na Suécia, onde a cultura se iniciava nessa altura.
YU, no mesmo ano, englobou o Mosaico da Soja na lista de doengas
importantes que ocorreram na provincia de SHANTUNG na China.

E em 1940 que surge na Alemanha da autoria de HEINZE &
KOHLER um estudo muito pormenorizado do Virus do Mosaico da Soja
em que se descreve pela primeira vez a transmissdo por afideos.
Ensaiaram oito espécies encontradas em campos de soja: Doralis
frangulae Koch. (= Aphis gossypii Glover), Doralis rhamni Boyer
(= Aphis nasturtii Kalt.), Doralis fabae Scop. (= Aphis fabae Scop.),
Macrosiphon solanifolii Ashm. (= Macrosiphum euphorbie Thomas),
Aulacorthum pseudosolani Theob. (= Aulacorthum solani Kalt.),
Myzus ornatus Laing, Myzodes persicae Sulz. (= Myzus persicae
Sulz.) e Neomyzus circumflexus Buckton. Todos se comportaram
como vectores mas obtiveram os melhores resultados, quase 100 %
de transmissiio, com as espécies Aulacorthum pseudosolani e Myzodes
persicae.

Os mesmos autores conseguiram ainda por inocula¢do mecénica
passar o virus pela primeira vez a feijao, Phaseolus vulgaris L.
«Wachsdattel> em que os sintomas consistiam em necroses das ner-
vuras nas folhas inoculadas. Recuperaram o virus por inoculagao
mecnica retrégrada em soja, mas apenas a partir das folhas inocula-
das. Obtiveram igualmente o virus de Vicia sative L. por inoculacgéo
retrégrada, mas também s6 a partir das folhas inoculadas.

No que diz respeito as propriedades fisicas além do ponto tér-
mico de inactivagido e longevidade ja anteriormente ensaiadas (PIERCE,
1935), fazem a determinacio do limite de diluicio e obtém 1:10 000.
Verificaram também a transmissio pela semente e obtiveram 100 %
de infecgdo em soja, por inoculagdo mecénica com auxilio de um abra-
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sivo (earborundo), Atribuem as cultivares de sementes negras um
pouco mais de tolerdncia.

A partir de entdo e até 1957, além duma simples referéncia
devida a GRANCINI (1941}, da existéncia do Virus na Itdlia, ha ape-
nas o trahalho de CoNOVER publicado em 1948, nos Estados Unidos,
e em que apresenta um novo vector — Macrosiphum pisi Kalt.
(= Acyrtosiphon pisum Harris}). CONOVER confirma também a trans-
missdo por Myzus persicae mas nio a conseguiu com Thrips tabaci
Lind. No que diz respeito a transmissio mecanica, verificou que o
Virus do Mosaico da Soja se comportou como especifico & soja, pois
86 nesta planta obteve infeccOes sistémicas e conseguiu recuperar o
virus, 23 a 27 dias apés a inoculacio, de trés cultivares de feijio,
Phaseolus vulgaris L. «Burpee’'s Stringless», «Stringless Green Pod»,
e «Stringless Green Refugee», mas apenas das folhas inoculadas.
Observou igualmente a transmissao do Virus do Mosaico da Soja
pela semente da soja, e determinou as propriedades fisicas do virus.
Notou também a influéncia da temperatura na manifestacio de sin-
tomas,

MATTHEWS (1957) no seu livro Plant Virus Serology inclui o
Virus do Mosaico da Soja, sézinho, no Grupo 13 da Tabela de Grupos
Serologicos de Virus, mas indica ter sido obtido o soro a partir de
extracto de folhas frescas de sojas infectadas, conforme comunicacio
pessoal que lhe foi dada por WATSON.

A primeira indicacio de aplicacio de Microscopia Electrénica
é-nos dada em 1959 por BRANDES & WETTER. Ao classificarem os virus
das plantas com base na morfologia das particulas englobaram o
Virus do Mosaico da Soja no Grupo 11 ou seja no de particulas com
750 mu. De notar que as observagoes foram feitas em preparacdes
obtidas pelo método de contacto de BRANDES (1957) e com metalizacao.

Niao ha portanto em todos estes trabalhns referéncia i purifi-
cacio do Virus.

No que diz respeito & nomenclatura do Virus do Mosaico da
Soja ndo queremos deixar de nos referir a KOHLER et al. (1954) que
apresenta como sindnimos Soybean crinkling, Soybean chloresis, Soy-
bean virus 1 PIERCE, Soja cirus 1 (GARDINER & KENDRICK) SMITH e
Soybean Mosaic Virus. E esta dltima a designacio citada em Review
of Applied Mycology 35, Suppl., August 1957 e hoje mais corrente-
mente seguida.

Quando ja tinhamos terminado o nosso trabalho tivemos conhe-
cimento que QUANTZ (1961-2) tinha conseguido transmissio do Virus
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do Mosaico da Soja 2 13 novos hospedeiros. O autor verificou ainda o
efeito da temperatura no numero de leses locais, sendo a mais favo-
ravel, 26° C. Determinou igualmente as propriedades fisicas do virus
tendo obtido 62°C para temperatura letal, 1:1000 para limite de
diluicdo e 24 horas como longevidade «in vitro», No respeitante a
observacdo de particulas ao Microscopio Electrénico da indicagio d=
bastonetes flexiveis com 748 myu de comprimento médio.

3. Material e métodos

Durante o Verdo de 1959 colheram-se no campo de cultura de
soja (Glycine soja (L.) Sieb. et Zucc.) da E. A, N, em QOeiras, amos-
tras de diversas cultivares que apresentavam mosaico: Harbinsoy,
Medium Yellow, Wase n.° 2, Avoyelles, Biloxi, Rikuu 10, Mandarim,
Manchuria, Hollybrook, e de cultivares que apresentavam conjunta-
mente com mosaico, distorcdo foliar: Otootan, Pecking e Hispida.

A partir desse material fizeram-se inocula¢ées mecénicas em
plantulas das mesmas cultivares de soja mantidas em estufa ao abrigo
de insectos, mas nao se obtiveram infeccdes de Avoyelles, Biloxi,
Mandarim e Hollybrook sendo especialmente severos os sintomas nas
Pecking, Otootan, Harbinsoy, Medium Yellow, Hispida, Wase n.© 2
e Manchuria. O facto dos sete isolamentos se comportarem em ensaios
gue se seguiram de forma semelhante do ponto de vista sintomato-
logico, fez com que o estudo recaisse apenas sobre o isolamento pro-
veniente de «Hispida» que se manteve no decorrer do trabalho na
cultivar Blackhawk por inoculacdes mecanicas sucessivas.

As plintulas de soja inocularam-se, no estado de folhas
primarias e delineando-se os primérdios foliares seguintes. Para
obviar a qualquer erro proveniente da transmissao do Virus pela
semente, antes de qualquer ensaio de inoculagao em soja, elimina-
vam-se as plintulas com sintomas ou com qualquer anomalia.

Como meétodo de inoculacdo mecdnica usamos a modificacdo da
técnica de RAWLINS & TOMPKINS (1936) devida a CosTa (1944).

Na pesquiza de novos hospedeires, inoculamos plantas de 81
espécies pertencentes as familias das Quenopodiiceas, Amaranticeas,
Leguminosas, Solaniceas, Cucurbiticeas e Compostas. As Cucurbi-
taceas, inoculavam-se quando a primeira folha ainda ndo estava com-
pletamente desenvolvida, as Leguminosas inoculavam-se nas folhas
primarias e em mais um ou dois pares de folhas e as restantes fami-
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lias apenas quando apresentavam ji o quarto par de folhas desen-
volvidas.

Os ensaios de transmissio com afideos fez-se a partir de exem-
plares colhidos e mantidos em diversas espécies de plantas (Quadro I).

QUADRO I

AFIDEQGS UTILIZADOS NQOS ENSAIOS DE TRANSMISSAO E PLANTAS
EM QUE FORAM COLHIDOS E MULTIPLICADOS

Espécle Colheita em . Multiplicacdio em

Myzus persicae Sulz. Solanum tuberosum L. Brassica chinensis L,
Myzus ornaius Laing Chrysanthemum Sp. Datura tatula L.
Acyrtosiphon pisum

Harris Vicia faba L. Vicia faba L.
Aulacorthum scolani Kalt. Solanum tuberosum L. Solanum tuberosum L.
Neomyzus circumflexrus

Buckton Trifolium sp. Datura tatula L.
Megoura viciae Buckton Lathyrus sp. Vicia faba L.
Dactynotus sonchi L. Sanchus sp. Sonchus sp.
Macrosiphum euphorbiae

Thomas Solanum tuberosum L. Solanum tuberosum L.
Macrosiphum rosae L. Rosa sp. Rosa sp.
Aphis craccivora Koch Vicia faba L. Vicia faba L.
Aphis fabae Scop. Vicia faba L. Vicie faba L.
Aphis gossypii Glover Gossypium Sp. Goasypium sp.
Aphis nasturtii Kalt. Solanum tuberosum L. Datura tatula L.

Das espécies indicadas isolaram-se na estufa colénias isentas
de virus de Myzus persicae, Acyrtosiphon pisum e Aphis craccivora
a partir de ninfas colhidas, no momento de vivificagdo, de adultos
ipteros. As restantes espécies colhidas no campo, eram mantidas
igualmente em cultura no insectiric em plantas nas quais julgamos
que o Virus do Mosaico da Soja nio se multiplica e em que nédo se
tivesse verificado quaisquer sintomas provenientes de outros virus.
Usou-se, tanto para hospedeiro infectante como colonizado, 2
soja. Ensaiou-se geralmente a cultivar Blackhawk,

Utilizaram-se grupos de afideos em nimero variavel, conforme a
espécie, e alimentaram-se em folhas infectadas com mosaico, manti-
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das em placas de Petri, durante os periodos estabelecidos para cada
ensaio,

Os afideos eram seguidamente transferidos para plantas sas,
protegidas contra contaminagdes fortuitas por chaminés de candeeiro,
plantas que depois se fumigavam para matar os afideos e se conser-
vavam na estufa em observagdo. Segunde ILHARCO (comunicacido por
escrito) as espécies Megoura viciee e Myzus orratus siao indicadas
pela primeira vez para Portugal. Aphis craccivora nunca foi citado
para Portugal, pelo seu verdadeiro nome ou por algum dos seus sinoni-
mos, no entanto, foi possivelmente, ji varias vezes encontrado e
citado erradamente por qualquer outro nome. Daqui nio considerar-
mos nova para Porfugal.

Os resultados positivos foram confirmados por inoculag¢io meca-
nica retrégrada em soja, excepto nos ensaios com Myzus ornatus, Neo-
myzus circumflexus, Aphis gossypit e Aphis nasturtii em que se efec-
tuou a pesquiza do Virus serologicamente pelo método de difusiao em
agar. Em todos os ensaios usaram-se como testemunhas, plantas man-
tidas nas mesmas condicoes.

Em ensaios de transmiss@o com cochonilhas usou-se apenas
Pseudococcus citri Risso, que se obteve a partir duma cultura con-
servada em insectario, em tubérculos de batateira abrolhados e man-
tidos na obscuridade, num ecristalizador com musgo.

O estudo da sintomatologia e da selecgiio de cultivares resisten-
tes ao virus efectuou-se em 77 cultivares provenientes do Departa-
mento de Forragens da Estagdo Agronémica Nacional, do Jardim do
Ultramar, algumas da Companhia Unido Fabril, outras do Canadi e
uma de Marrocos.

Os restantes métodos utilizados serdo descritos 4 medida que
forem citados.

4. Observacoes e ensaios realizados
4.1. Identificaciio do virus

O primeiro problema que se deparou foi o de saber se as viroses
da soja encontradas no campo, eram devidas a infecgio simples ou
mista, para, neste Gltimo caso, fazer a separacio dos respectivos virus.

Entre os virus que apresentam estirpes que ji foram encon-
tradas a infectar a soja no campo, citam-se o Virus do Mosaico da
Soja (GARDNER & KENDRICK, 1921}, ¢ Virus do Mosaico Amarelo do
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Feijoeiro (CoNOVER, 1948), o Virus do Marmoreado da Vagem do
Feijoeiro (SkorLanp, 1958), o Virus do Ponteado amarelo do Fei-
joeiro (WALTERS, 1958), o Virus do Mosaico da Luzerna (ALLINGTON
et al,, 1960) e o Virus do Crestamento do Gomo da Soja {ALLINGTON,
1946). Outros ha porém capazes de infectd-la experimentalmente
como: o Virus Deformante do Tomateiro (BLENCOWE & CALDWELL,
1949), o Virus das Estrias da Ervilha (ZAUMEYER, 1938), o Virus das
Estriag da Ervilha de Nova Zelindia (CHAMBERLAIN, 1939), o Virus
das Estrias da Ervilha de Wisconsin (HAGEDORN & WALKER, 1949), o
Virus das Estrias do Tabaco (JoHNsoON, 1836), o Virus dos Nés Ver-
‘melhos do Feijoeiro (THOMAS & ZAUMEYER, 1950), o Virus da Acrone-
crose do Cyamopsis psoraloides (COOPER, 1949), o Virus da Acrone-
do Feijoeiro (LE BEAU, 1947), o Virus da Mancha Anelar do Tomateiro
(SaMSON & IMLE, 1942}, o Virus do Marmoreado da Faveira (BAWDEN
et al. 1951), o Virus do Marmoreado do Trevo dos prados (SINHA,
1960), o Virus do Mosaico Proliferante da Ervilha (PIerce, 1935), o
Virus do Mosaico do Trevo Branco (BANCROFT et al. 1980), o Virus do
Mosaico do Trifolium subterrancum (AITKEN & GRIEVE, 1943), o Virus
da Necrose do Tabaco (SMITH & BALD, 1935) o Virus do Mosaico das
Cucurbiticeas (DooLITLE, 1920), o Virus do Mosaico Meridional do
Feijoeiro (ZAUMEYER & HARTER, 1943), o Virus da Mancha Amarela
do Feijoeiro (THoMAS, 1951), o Virus das Manchas Amarelas do
Trevo Branco (KREITLOW et al. 1949}, o Virus do Mosaico do Pimen-
tio de Cheiro (BERKELEY, 1947) e o Virus da Necrose das Nervuras
do Feijoeiro (ZAUMEYER & PATINO, 1960). Na norienclatura dos virus
seguiu-se a apresentada no suplemento da Rev. appl, Mycol. 85, 1957.

Para fazer a identificagao inocularam-se as seguintes espécies:
Glycine soja (L.} Sieb. et Zuce. «Blackhawk», Phaseolus vulgaris L.
«Bountifuls, Pisum sativum L. <Mansholt's Pluk», Trifolium pratense
L., Nicotiana tabacum L. «White Burley» e Cucumis sativus L., con-
sideradas segundo Bos et al. 1960 diferenciadores para os Virus cita-
dos. Ao fim dum més verificou-se a infeccfio sistémica s6 em plantas
de soja naoc apresentando as outras plantas inoculadas aparéncia de
virose. Para eliminar a possibilidade de se poder tratar de plantas
porta-virus sem sintomas, fizeram-se inoculagdes retrégradas para
soja «Blackhawk», nfo se tendo obtido nenhuma infeccio.

Os primeiros ensaios sugeriram-nos, portanto, estar simples-
mente em presenca do Virus do Mosaico da Scoja, visto ser dos Virus
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indicados o unico que das 6 espécies diferenciadoras infecta apenas
soja. No estudo das caracteristicas do virus feito no decurso do pre-
sente trabalho confirmou-se esta identificacao,

4.2. Transmissilo do virus

4.2.1. Transmissdo por inoculacdo mecdnica

Conseguiu-se transniitir o virus a Glycine Soja (L.) Sieb, et
Zucc., Canavalia ensiformis D. C., Mucuna utilis Wallich, Mucuna
deeringing (Bort.) Holl. e Vicia narbonensis L. O método de inocula-
cao utilizado foi ¢ usual mas a que se adicionou tampédo de fosfato
[a solugdo tampdo de fosfato pH 7.0 obteve-se pela mistura de solu-
c¢bes de fosfato mono-potassico (POH.K) e fosfato dissdédico (PO,
HNa.2H.0)} na proporcao de 280 cc. da primeira solucdo para 720 ce.
da segunda)] para a obtencio de extracto. Das espécies de plantas
indicadas, Vicia narbonensis mostrou igualmente sintomas quando se
inoculou com extracto a que se nao adicionou tampio de fosfato.
O sujeitar-se as plantas a um periodo prévio de obscuridade de 24
horas antes de serem inoculadas mecinicamente nido trouxe qualquer
vantagem.

Inocularam-se também Beta vulgaris L., Chenopodium amaran-
ticolor Coste & Reyn., Chenopodium anthelminthicum L., Gomphrena
globosa L., Arachis hypogaea L., Cicer arictinum L., Crotalaria juncea
L., Cyamopsis tetragonoloba (L.) Taub., Dolichos lablab L., Dolichos
lablab L. forma purpurea P. Cout., Dolichos lubia Forsk., Dolichos
ornctus Wall,, Glycine javanica L., Hedysarum coronarium L., Lathy-
rus cicera L., Lathyrus clymenum L., Lathyrus odoratus L., Lespedeza
cuneata G. Don. Lupinus albus L., Medicago orbicularis (L.) AlL,
Medicago sativa L., Melilotus segetalis (Brot.) Sér., Ornithopus sati-
vus Brot., Phaseolus angularis (Willd.) W. F. Wight, Phaseolus aureus
Roxb., Phaseolus caffer Haberle, Phaseolus hysterinus Dur., Phaseolus
unctus L., Phaseolus multiflorus Willd., Phaseolus mungo L., Pha-
seolus vulgaris L., <Bountiful», «Brecklaveské», «Genfer Markt:,
«Saxa», «Stringless Green Pod», «Stringless Red Valentine», «Top
Crop», «Wachs Reinland», Pisum arvense L., Pisum sativum L.,
«Mansholt’s Pluks, «Telephone», Psoralea bituminosa L., Trifolium
hybridum L. Trifolium incarnatum L., Trifolium pratense L., Trifo-
lium repens L. Trifolium resupinatum L., Trigonella foenum-graecum
L., Vicia cornigera Chaub., Vicia ervillia (L.) Willd., Vicia faba L.,
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Vicia lathyroides L., Vicia monanihos Retz.,, Vicia paennonica Cr.
Vicia sativa L. Vicia tetrasperma (L.) Moench., Vicia villosa Roth.
Vigna catjang (Burm.) Walp., Vigna sesquipedalis (L.) W. F. Wight,
Vigna sinensis L. «Victors, «Whippoorwill», Vigna unguiculata (L.)
Walp. Capsicum annuum L. Datura metel L., Datura tatule L., Lyco-
persicum esculentum Miller, Nicotiana glutinose L., Nicotiana rustica
L., Nicotiana tabacum L., «Samsun», «White Burley», Petunia hybrida
Hort., Physalis floridana Rydb., Solanum nigrum L., Cucumis sativus
L. e Zinnia élegans Jacq. as quais nio mostraram ser hospedeiras para
o virus em estudo. Todos os resultados foram confirmados por ino-
cuiacoes retrogradas para soja «Blackhawks. Confirmou-se portanto
que o Virus do Mosaico da Soja pode multiplicar-se e causar sintomas
noutras plantas além de Glycine seoje como também indica Quantz
(1961-62) no seu recente trabalho.

4.2.2. Transmissdo por insectos

Além de se pretender conhecer os insectos que sao capazes de
transmitir o virus procurou-se avaliar também a relativa facilidade
de transmissdo, No presente trabalho tentou-se avaliar o papel de
13 espécies de afideos e uma espécie de cochonilha na dispersido do
virus, determinando os tempos de infecgio e de transmissio (BOS
et al. 1959}.

Transmissdo por afideos. Como quase todos os ensaios duraram
varias horas nio nos foi possivel verificar eficazmente a imobilizacdo
dos afideos ou seja o momento em que estavam a principiar a alimen-
tar-se; no entanto para a espécie Myzus persicae Sulz. como os tempos
variaram entre 5 a 60 minutos, todos os passos dos afideos foram
seguidos por observacido i lupa tendo-se anotado a ocasido em que se
imobilizaram, e tentamos a determinacio dos tempos minimos de
infeccdo e de transmissdo.

Myzus persicae Sulz. — Como esta espécie é particularmente
eficiente na transmissio de virus, era de esperar que também trans-
mitisse o Virus do Mosaico da Soja, como alids jai tinham verificado
HEINZE & KOHLLER (1940). Por isso foi escolhida para ensaios mais
minuciosos de transmissio.

Para determinacdo dos tempos de infeccdo os afideos foram
colocados numa placa de Petri, a esfomear durante 2 horas, apbs o
que se deram periodos de alimentacéio no hospedeiro infectante de 60,
50, 40, 30, 15 e 5 minutos para determinar os tempos de infeccéo
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para este afideo. Em seguida mantiveram-se nas plantas sis em gru-
pos de 10 por planta durante 60 minutos em todos os ensaios, 08 quais
conduziram sempre a 100 % de infecgdes.

Na deferminacdo dos tempos de transmissdo os passos iniciais
no respeitante ao esfomeamento dos grupos de afideos foram idén-
ticos ao caso anterior. Findo esse tempo foram dados periodos de ali-
mentacdo no hospedeirc infectante constantes e iguais a 30 minutos
para determinar o tempo minimo de transmissio e aumentarmos suces-
sivamente a permanéncia nos hospedeiros sdos, 5, 15 e 30 minutos.
Obteve-se igualmente 100 % de infeccdes em todos os ensaios. Nos
ensaios com outras espécies o método seguido é idéntico ao do Myzus
persicae Sulz., variando uUnicamente o nimero de afideos por planta
e o tempo de esfomeamento. Os resultados obtidos estido expressos no
Quadro 1L

QUADRO IT
| y Perma- I Plantas
Perlodo de| Numero néncla no Perma- infecta-
esfomea- | de alideos | poanedeire | N4NCIa D88 | 340 p1antas
menlo por plante | inrectante | plantas 538 | " aponindas
Myzus persicae Sulz. ... 60 min. 60 min, 5/5
50 60 5/6
40 60 3/5
! 30 60 5/8
i 15 60 5/5
5 60 5/5
30 5 /5
30 15 5/5
30 30 5/5
Myzus ornatus Laing ... 2h 15 72 h 24 h 1/5
72 48 3/5
Aunlacorthum solani
Theob. ...t 2h 5a10 3 4 0/10
4 4 /10
' 24 24 5/5
4 3 0/5
Acyriosiphon pisum |
Harris ............ocoonen. 2 h 10 a 12 24 4 06/10
24 8 5/10
24 24 3/5
24 48 5/8
24 72 1/5
4 48 2/5
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QUADRO II (Conlinuagdio}

Peril'_odo de dNL’lr{;e&*ro ngfggaﬁﬂ ePe!-ma- ﬁl&ncll?f

£siomea- e al eos N nencia nas

mento | por planta }j‘r?m;'t? plantas sis diﬁ’;ﬂ;ﬁ-:ﬁ;ﬁ

Neomyzus circumflexus

Buckt. ... 2h 10 48 24 0/5

48 48 2/3
8 96 2/2

Megoura viciae Buckl ... 2h 10 24 <21 0/2
24 < 48 3/7

Dactynotus sonchi L. .. 4 h Ta?$ ! < 24 6/9
24 < 24 7/10
18 <24 3/3

Macrosiphum euphorbiae

Thomas ............ ....... 4 h 10 a 12 24 h 24 h 5/5

48 29 2/5
48 50 2/5
72 72 1/8

Macrosiphum rosae Li. ... 4 h 8 a 10 24 < 24 1/5
48 < 24 1/3

Aphis creccivora Koch. Zh 12 24 4 0/5
24 24 2/5
24 48 8/10
4 48 2/5

Aphis fabae Scop. 2 h 10 4 72 1/5
16 72 2/5
24 72 6,/10
24 24 0/5
24 48 2/8

Aphis gossypii Glover ... 3h 10 48 72 3/5
72 72 1/2
72 120 3/10

Aphis nasturiii Kalt. ... 3 h 10 76 96 8/5

Transmissac por Pseudococcus citri Risso. Fizeram-se dois en-
saios em que se mantiveram as cochonilhas sobre folhas de soja infec-
tadas, destacadas e colocadas em cdmara hiimida, onde se alimen-
taram durante 5 dias, findo os quais se transferiram para plantas sis,
ai permanecendo 7 ou 14 dias. Utilizou-se no ensaio grupos de 10
cochonilhas por planta. Quer no primeiro dia de alimentagfio no hos-




194 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOALIA

pedeiro infectante, quer no primeiro dia de permanéncia nas plantas
53s, mantiveram-se as cochonilhas na obscuridade para que se imobi-
lizem e principiem a alimentar-se. No final do periodo de permanéncia
nas plantas sfs, retiraram-se todas as cochonilbhas, fumigando as
plantas em seguida.

4.2.3. Transmissdo por enxertia

Pretendiamos verificar se as cultivares que nos ensaios se com-
pertaram como resistentes a inoculacio mecanica se comportavam
da mesma fcrma com a enxertia, e assim verificar se havia imunidade.

A técnica da enxertia foi a de encosto seguido por SHAPOVALOV
(1935). Num ensaio preliminar usimos a cultivar Blackhawk suscep-
tivel para verificar se a técnica era adequada. Efectuamos 27 enxer-
tias de encosto de plantas de soja da cultivar Blackhawk infec-
tadas, em plantas de soja sas da mesma cultivar. Dentro dum periocdo
de incubacio de 6 a 14 dias, todas as enxertias conduziram ao apare-
cimento dos sintomas tipicos do Virus do Mosaico da Soja. Ao obser-
varem-se as zonas de enxertia notou-se haver 15 bem ligadas, 10 mal
ligadas e 2 em que ndo tinha havido ligacio. Isto prova que basta o
simples contacto entre as plantas, sas e doentes, para que se trans-
mita o virus.

Em seguida utilizou-se este mesmo método com cultivares resis-
tentes & inoculacdo mecinica come «Bicolor de Calai», «Large Seeded
Tokyo» e tolerantes: «Haberland» «Hollybrooks», «Kingwa», «Creole»,
«Hahto», «Mammoth Yellow» e «Oakland». Procurou-se fazer enxer-
tias dessas cultivares sas com a cultivar «Biloxi» infectada., No en-
tanto, o nimero de enxertias nao foi suficiente para se poderem tirar
conclusdes, embora ensaios seroldgicos a partir de extractos de folhas
das diferentes cultivares, tenham confirmado a presenca do virus.
Com & cultivar Mukden que se tinha comportado como resistente a
inoculacio mecénica, ndo foi possivel efectuar qualquer enxertia.

Como consequéncia destes ensaios nio podemos considerar como
resisténcia absoluta ou imunidade, a resisténcia apresentada pelas
cultivares Bicolor de Calai e Large Seeded Tokyo.

4.2.4. Transmiss@o por semente

Nos ensaios efectuados procurou-se determinar a percentagem
de transmissdo do Virus do Mosaico da Soja pela semente da Soja
e, a0 mesmo tempo, determinar se havia alguma relacio entre ¢
Virus e a localizacio das sementes nos loci das vagens ou das vagens
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a0 longo do caule das plantas. Assim, no Verdo de 1960, marcaram-se
no campo de soja 100 plantas, que nos pareciam estar infectadas com
virus. Para maior seguranca fez-se a inoculagaoc mecdnica do extracto
de cada uma dessas plantas a Glycine soja Sieb. et Zucc. «Blackhawks,
Phaseolus vulgaris L. «Bountiful», e Nicoligna tabacum L. «Samsuns.
Das 100 inoculactes efectuadas, 85 conduziram a infeccdes sistémicas
s0 ein soja, e 15 nio conduziram a qualquer infeccdo nas plantas indi-
cadas. Partiu-se portanto de 85 plantas que se supunha estarem infec-
tadas com o Virus do Mosaico de Soja mas apenas se pode estudar o
comportamento das sementes de 62, visto 23 plantas terem sido aci-
dentalmente destruidas no campo. Destas 62 plantas marcimos o
nimero de vagens em cada né € o né da planta. a partir da base para
o topo. Registou-se a existéncia de ramo lateral no n6, o nimero
de vagens no ramo lateral, numerando igualmente os nos de baixo
para cima. Marcou-se ainda a posicio da semente na vagem,

Assim, 2389 sementes provenientes de 1515 vagens foram colhi-
das de 62 plantas com mosaice e semeadas na estufa, de Dezembro
de 1960 a Julho de 1961. Uma vez nascidas as plintulas, tomou-se
nota da presenca ou auséncia de mosaico. Novamente apds o apareci-
mento do primeiro trifoliolo examinou-se todas as plintulas, e as que
nio mostravam sintomas de mosaico eram eliminadas, Observa-se
do ensaio, que parece nic haver uniformidade na distribuicio do virus
pelas sementes das varias vagens, bem como nestas em relacio aos
nos do caule. Assim, vagens da mesma planta podem apresentar-se
ou ndo com virus. Também pode suceder que as sementes de uma
vagem possam estar todas infectadas, enquanto noutra vagem haja
80 uma ou mesmo nenhuma infectada.

Observando (Quadro III) o nimero de sementes formado por
loeus, o nimero total de plantas e as que apresentam mosaico, nota-se
por exemplo que as vagens apresentavam raramente 4 sementes pelo
que se obtiveram apenas 11 sementes dos loci 4, dos quais s6 7 deram
origem a plantulas. Em nenhuma se pode detectar o virus, o que nio
admira dada a baixa percentagem de infeccGes que se obteve para
todos os outros casos. Com efeito os valores mais altos obtidos dizem
respeito aos loci 2 das cultivares Yogetu e Harold, respectivamente
com 26 plintulas com mosaico em 127 plantulas obtidas (20 9%) e com
21 em 121 (17 %), sendo nesta ultima cultivar muito semelhantes os
valores obtidos para os loci 1 e 3. Em quase todos os outros casos a
percentagem de transmissio é inferior a 10 % para qualquer dos loci.

Se considerarmos as percentagens de transmissido em relaggo ao
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numero de plintulas formadas por cada cultivar (Quadro IV) notam-
-s¢ 08 valores mais altos para as mesmas cultivares Harold e Yogetu
com 15,6 e 157 % respectivamente, 0 valor minimo para a cultivar
Wabask, 4,2 %. Para o nimero total de sementes formadas (2389)
a percentagem de transmissio foi de 8,3 % em relacio as plintulas
obtidas.

QUADRO III
TRANSMISSAQ PELA SEMENTE EM DIVERSAS CULTIVARES
l Flintulas Percen-
Cultlvares Plantas Vagens Sementes | —————— | tagem de
| Total ' ¢/ mosaico | infeecio
Glasman ‘ 8 81 136 ‘ 104 ’ 6 5.7
Harold 10 361 467 300 47 15.6
Pecking 26 ! 487 661 625 | 39 6.2
Wabagk ‘ g8 387 ‘ 787 ‘ 641 [ 26 4.2
Yogetu 10 199 333 274 43 l 15.7
QUADRO 1V

TRANSMISSAO E LOCALIZAGCAO DA SEMENTE

’ Plantulas

Cultivar N.e de . Percen-

e N.o de vagens Loci Sementes —————————— | tagem de

plantas Total lc, mosaico | infeccio

1 52 39 o | 0

Glasman a1 2 73 58 6 | 10

8 3 11 7 0 0

4 0 0 0 0

1 198 127 18 14

Baol 361 2 188 121 21 17

10 3 76 50 16

4 5 2 0 ]

1 230 213 | 15 7

Pecking 2 347 332 | 19 3
487

26 3 84 80 5 6

4 0 0 0 0

| 1 225 184 3 1

Wabask 2 I 293 239 11 4
387

8 3 263 213 12 5

‘ 4 1 8 5 ‘ 0 | 0

’ 1 141 116 15 12

Yogetu 2 163 127 26 20

199 |
10 | 3 34 31 2 6
4 ] 0 ] 0
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Para a confirmacio da presenca do Virus do Mosaico da Soja
nas plantulas provenientes das sementes, utilizou-se & reacgdo sero-
l6gica em ldmina. Em face dos primeiros ensaios terem conduzido a
resultados negativos, nos ensaios seguintes preferimos as provas de
infecciosidade.

4.3. Sintomatologia em diversos hospedeiros

Glycine soja (L.) Sieb. et Zuce. — Eliminaram-se como sempre
todas as plantas com deformacdo ou com sintomas provenientes da
semente e inocularam-se em seguida pelo processo habitual. O periodo
de incubacdo variou entre 5 a 14 dias.

Escolheu-se para descricio dos sintomas a cultivar Blackhawk.
O primeire sintoma do Virus, é o aparecimento de clorose das ner-
vuras secundirias das folhas trifoliadas, seguindo-se marmoreado.

Sdo visiveis mosaicos e por vezes verificam-se rugosidades em
toda a folha. As margens das folhas enrolam-se freguentemente ao
longo da nervura principal. Observou-se que, nalgumas folhas, aparece
ocasionalmente clorose parcial ou mesmo total. Verificou-se, nas areas
amareladas, pontuagdes cor de ferrugem. A acompanhar os sintomas
de ondulado da margem, aparecem manchas de um verde mais escuro
a0 longo das nervuras principal e secundarias ou seja, marginado das
nervuras. Por vezes ha deformacao foliar que leva 4 reducdo da super-
ficie da folha e notam-se necroses nas nervuras dos trifoliolos, Nas
folhas inoculadas aparece também por vezes necroses nas nervuras.
O aparecimento de mosaico bolhoso observou-se em estufa na cultivar
Kura e no campo, ha cultivar PECKING (Fig. 1}. As cultivares infec-
tadas apresentam redugao no seu crescimento. Devemos destacar a
cultivar EARD BIRD em que se observou um nanismo muito acentuado.

Na estufa poucas cultivares formam sementes quando infec-
tadas. As vagens nascidas de plantas doentes podem ter o aspecto
e o nimero de sementes normais, estar lateralmente enroladas ou tor-
cidas e terem pubescéncia menos nitida, ou até mesmo nio apresen-
tarem sementes. Contudo a variacio da sintomatclogia estd depen-
dente da cultivar utilizada.

Canavalia ensiformis D, C.—- Ap6s a inoculagio mecinica, no-
tam-se mosaicos nos trifoliolos e distor¢ao ao longo da nervura prin-
cipal, O periodo de incubacao foi de 21 dias,

Mucuna deeringiana (Bort.) Holl. — O primeiro sintoma é o
aparecimento de pontos clordticos disseminados pelos trifoliolos se-
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guido por clorose das nervuras que nao acompanham o crescimento
do limbo. Este encurtamento das nervuras leva a deformacdo do limbo
ondulando-se as margens. Quando se substituiu a solucio tampio de
molaridade. 0.1 M pela molaridade 0.05 M, observou-se além dos sin-
tomas ja indicados mosaico rugoso. — Os sintomas manifestaram-se
dentro de um periodo de incubacéo de 6 a 13 dias.

Mucuna wutilis Wallich— Os sintomas nesta planta sio seme-
ihantes aos da espécie anterior tendo aparecido no entanto anéis ne-
crbticos (Fig. 2) no primeiro trifoliolo quando se utilizou na inoculacéo
extracto obtido com adicio da solucdc tampio 0.05 M. Mais tarde
aparece clorose total do limbo e verifica-se a morte subseguente do
mesmo. O periodo de incubacdo variou de 6 a 14 dias,

Vicia narbonensis L. — Como primeiro sintoma observou-se o
enrolamento da margem das folhas. Notou-se em seguida cloroses dos
limbos que levam & morte das folhas. Também se verificou folhas com
mosaico difuso. Quando se inoculou sem adicido de solugcdao tampaoe, a
clorose do limbo nunca se observou. Os sintomas foram observados
apbs um periodo de incubacgio de 11 a 21 dias.

4.4. Propriedades fisicas do virus

Os ensaios de limite de diluigio e de temperatura letal efec-
tuados em OQOutubro de 1961 nao puderam ser realizados na cultivar
Blackhawk por nao haver semente, tendo-se utilizado a cultivar La-
redo, que se mostrou também susceptivel, O periodo de incubacio foi
de 6 a 14 dias nao havendo diferencas sensiveis no tipo de sintomas
nas plantas inoculadas. Em todos os ensaios efectuados, em relacio
as propriedades fisicas do virus «inoculou-se» com agua um grupo de
plantas num total de 103 servindo de testemunha e distribuidas da
seguinte maneira: limite de diluicAo 37, temperatura letal 35, longe-
vidade «in vitro» 21, e em que nunca apareceram sintomas.

No limite de diluigido os diversos ensaios foram efectuados de
Maic de 1960 a Outubro de 1961 em que se utilizou uma escala de
diluigdes de 1:10 a 1:20 000. O extracto obtido a partir de folhas de
soja com sintomas de mosaico foi passado através de gaze.

Na determinacao da temperafura letal, como o extracto obtido
a partir de folhas de soja é reduzido, diluiu-se em todos os ensaios a
1:2 com agua destilada. Em cada tubo eolocou-se 1 cm® de extracto
contendo o virus, levando-se em seguida os tubos a um banho-maria
num ultratermostato NB — 59 548, ficando estes mergulhados abaixo




Fig. 1 — Soja «Peckings, folha com wmosaico bolhoso devido a infeccdo
nalural no campo {a esquerda; e folha sd (a direita)

Fig. 2 — Anéis necrglicos em Mucuna utilis Wallich causados pelo Virus
do Mosaico da Soja
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do nivel da agua. Os tubos mantiveram-se no banho-maria durante
10 minutos para cada temperatura ensaiada. Findo o ensaio os tubos
foram mergulhados em agua fria e, logo que o extracto arrefeceu,
inoculou-se em plantas de soja. Os sucessivos ensaios realizaram-se
de Setembro de 1960 a Outubro de 1961, usando intervalos de tem-
peratura de 1° a 5 C.

A longevidade do virus «in vitro» determinou-se mantendo sim-
plesmente o extracto das plantas contendo o virus & temperatura am-
biente, em tubos de ensaio tapados e ensaiando-se a infecciosidade
do virus ac fim de periodos cada vez mais longos. Os ensaios efec-
tuados de Setembro de 1960 a Janeiro de 1961, incidiram numa escala
de 0 a 5 dias,

No Quadro V indica-se o resumo geral dos ensaios e a percen-
tagem de infecgdo obtida, para cada propriedade.

QUADRO V
DETERMINACAO DO LIMITE DE DILUICAO

[ Resuliado das inoculaghes
|

Inteulo | T | . o

otal % de infeccio

Extracto nao diluido I 44/51 (*) 86.2
» diluido a 1:10 31/51 60.8

s s a 1:100 . 21/51 52.9

» » a 1:1000 20/51 38.2
Extracto diluido a 1:2 000 5/29 17.2
3 » a 1:3000 Y 0.0

» 5 & 1:4000 l oss 0.0

» »  a 1:5000 | 0/40 | 0.0

» » a 1:10 000 I 0/22 [ 0.0

» » a 1:20 000 0/6 0.0

(*) Plantas infectadas / Plantas inoculadas.

DETERMINAQAO D4 TEMPERATURA LETAL

l Resultado das inoculagdes
Inoculo Tratamento I
Total l % de infecclio
Extracto 50 °C 10 min. 26/40 (*) 65.0
» 53 °C » » 3/5 60.0
» 54°C » » ! 3/5 l 60.0
» 85°C » » 5/45 111
» 56 °C » | 1/5 I 20.0
» 57°C » ‘ 1/5 I 20.0
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QUADRO V (Continuacdo)

DETERMINAGCAO DA TEMPERATURA LETAL

1 Resultado das inoculacdes

Indculo Tralamento | — 7 -
| Tolal o de infecgian
Extracto { 58 »C 10 min. ] 0/29 ! 0,0
» [ 60°C » » ‘ 0/40 | 0.0
» 62°C » » 0/5 | 0.0
> | 64°C > » 0/11 0.0
» | 65°C » » 0/5 \ 0.0
» 66°C » » 0/11 0.0
» 68°C » » 0/11 0.0
» 100 > » 0/5 | 0.0
¥ | nio tratado 42/45 93.3

(*) Planlas infectadas / Plantas innculadas.

DETERMINACAQ DA LONGEVIDADE «N VITRO»

i . )
Longevidaede dos | I Esu]@ioejasimocjaﬂesg .

exiractos

Total s de infeccio
0 28/31 (%) 90.3
1 dia 14/31 452
2 dias ‘ 8/31 ‘ 258
3 dias | 1/31 3.2
4 dias 0/31 0.0
5 dias 0/5 0.0

(*) Plantas infectadas / Plantas inoculadas,

4.5. Ensaios de purificaciio do virus

Como a purificacio do virus do Mosaico da Soja ainda néao tinha
sido efectuada, e tendo dado bons resultados, na purificagdo de di-
versos virus das Leguminocsas e da Batateira, a marcha seguida por
WETTER (1960) na Alemanha, também procuramos na nossa pri-
meira tentativa conduzir o isolamento de maneira semelhante. Assim
seis semanas ap6s a inoculacdo, colheram-se as folhas de plantas de
soja da cultivar Blackhawk com mosaico retirando-lhe os peciolos.
Adicionou-se tampio de fosfato na proporcio de 2 ml por grama de
tecido folear, homogenizando-se num desintegrador eléctrico e adicio-
nou-se acido ascorbico e sulfito de s6dio de maneira que a concen-
tracio de cada um dos reagentes no volume total fosse de 0,2 %. Estes
compostos actuam como antioxidantes, permitindo que o virus man-
tenha mais facilmente as suas caracteristicas de infecciosidade ao
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longo de toda a marcha. Ao volume de extracto, afim de eliminar os
pigmentos clorofilinos, adicionou-se igual volume de éter etilico con-
servado a 4° C para que a temperatura da mistura se mantivesse
baixa. Os volumes de extracto e do éter foram misturados por agi-
tacdo durante 5 minutos e separadcs em 3 camadas por centrifugacio
durante 15 minutos a 3000 r. p. m. A camada superior é constituida
pelo éter contendo os pigmentos clorofilinos. A camada inferior é uma
fase aquosa gue deve conter em suspensdo o virus. A camada inter-
média separando as camadas do éter e da suspensio do virus, bem
como o sedimento que fica no fundo do tubo da centrifuga contém
componentes celulares. Num funil de decantacio mantém-se a fase
aquosa e elimina-se o éter. Adicionou-se em seguida igual volume de
tetracloreto de carbeno com o fim de eliminar substincias lipoides.
Agitou-se o volume total durante 5 minutos e centrifugou-se igual-
mente a 3 000 r. p. m. durante 15 minutos, separando-se o volume total
em 3 camadas. A camada sobrenadante ¢ a fase aquosa que deve con-
ter em suspensio o virus. A camada inferior é constituida por tetra-
cloreto de carbono e por algum éter remanescente. A separar estas
duas camadas encontra-se uma camada intermédia de aspecto gela-
tinoso constituida por substincias lipdides. A camada aquosa man-
tém-se e & separada da camada do tetracloreto de carbono que se
elimina num funil de decantacdo. Para remover particulas estranhas
submeteu-se a suspensao do virus a nova centrifugacio de 6 000 r.p.m.
durante 10 minutos. O sobrenadante centrifugou-se a 39000 r. p m.
durante uma hora e meia. O virus sedimentou e ressuspendeu-se num
homogenizador em tampido de fosfato 0.1 M- pH 7.0.

Como o virus ressuspenso no tampio se encontrasse um pouco
turvo devido as impurezas que sedimentam conjuntamente com o
virus, centrifugou-se a ressuspensdo a 2500 r. p. m. durante 10 mi-
nutos. O sobrenadante deve conter o virus parciaimente purificado
(Quadro VI1).

Para verificar se a marcha era adequada e tinha conduzido ao
isolamento do virus, retirou-se em todas as fases 1 cm?® para ensaios
de infecciosidade, inoculando mecdnicamente com carborundo um
grupo de 6 plantas de soja «Blackhawk» as quais conduziram a resul-
tados positivos em todos os passos.

S6 & possivel observar por meio da reaccédo serolégica a pre-
senca do virus na fase 9 quando se encontra parcialmente purificado.
A determinacio do titulo feito pela reaccdo em lamina, em estufa a
30° C com 80 % de humidade, durante 1 hora, deu-nos o valor de 1:64.
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As colunas de sacarose para o «rate zonal centrifugation»
foram feitas pela técnica de BRAKKE (1958 a e b) como a seguir se
indica: 100, 200, 300 e 400 g de sacarose foram dissolvidos num litro
de H.0 e dispostos em camada em tubos de centrifuga de nitrocelulose
com 4, T, 7 e Tml. Todas as colunas foram conservadas a 4° C e feitas
um dia antes de serem usadas. Colocou-se 1 ml da suspensio do virus
no cimo duma coluna de sclugbes de sacarose e igualmente 1 em? de
POHK —0.05 m pH 7.8 nos outros dois tubos. Centrifugou-se a
20 000 r. p. m. durante duas horas no rotor SW 25.1 da Ultracen-
trifuga SPINGO - model L nas condicOes habituais. No final da centri-
fugacio eram visiveis duas zonas no tubo contendo o virus, lecali-
zadas a primeira a partir de 1,5 cm do topo da coluna com 0,3 cm de
espessura e a segunda com 0,2 ¢m de espessura localizada a partir de
1,9 em do topo da coluna, ndo se encontrando qualquer zona nos ou-
tros tubos. Retiraram-se separadamente as duas camadas, centrifu-
gando em seguida a 39 000 r. p. m. durante uma hora e meia, Ambos
conduziram 3 formacdo dum nicleo de aspecto gelatinoso. Ressus-
penderam-se separadamente em PO,HK. 0.05 M —pH 7.8, determi-
nando-se o titulo do virus nas duas solucdes, que no primeiro caso
foi de 1/8 e no segundo de 1/16.

4.6. Caracteristicas morfolégicas das particulas. Observacdoes ao Microsedpio
Etlectronleo

Quando se obteve ¢ virus parcialmente purificado enviou-se a
suspensdo do virus ao Laboratoério de Microscopia Electrénica ca-
louste Gulbenkian para se procurar observar a existéncia de parti-
culas e assim podermos confirmar que a marcha da purificacao tinha
conduzido ao isolamento do virus. A técnica foi a de BRENNER
& HorN (1959) e nas amostras preparadas o Microscopio Elec-
trénico R. C. A. EMU 3C revelou pequenc nimero de particulas em
forma de bastonete flexivel insuficientes para determinagido das
dimensdes. Para este fim enviou-se ao <«Institut fiir Landwirschaf-
tliche Virusforschungs de Braunschweig — Alemanha, folhas de
soja da cultivar Blackhawk com sintomas de mosaico, em que o
Dr. J. BRANDES gentilmente determinou a presenca de bastonetes
flexiveis com 744 my, de comprimento médio, o que os situa no grupo
11 ou seja no de particulas com 750 my (BRANDES & WETTER,
1959).
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QUADRO VI

Homogenizar 50 g de felhas frescas em
100 ecm?® de tampédo de fosfato 0,1 m pH
7.0 nurn desintegrador eléctrico

Filtrar por gaze de «nylon»

4

Extracto filtrado (1 Vol.) Residuos eliminados

T
Acido ascérbico 0,2 %

Sulfito de soédio 0,2 %
Eter etilico conservado a 4°C (1 Vol.)
Agitar 5 minutos

Centrifugar 3000 r.p.m.—15 min.

¥

Liquido submadante (1 Vol.) Eter e sedimentos eliminados
] R
Tetracloreto de carbono conservado a
4°C (1 Vol.}
Apitar 5 minutes
Centrifugar 3000 r.p.m.—15 min.

Liquido sobrenadante Tetracloreto de carbono e se-
dimentos elilminados

Centrifugar 6000 r.p.m.—10 min.
- [

Liquido sobrenadante Tetracloreto de carbono e se-
dimentos eliminados

Centrifugar 39000 r.p.m.— 1,50 h

4

Sedimentos Sobrenadante eliminado
)

Ressuspender em tampdo de fosfato
01 M—pH 7.0
Centrifugar 2500 r.p. m.— 10 min.

!

Liguido sobrenadante Sedimento eliminado
8)

Virus parclalmente purificado

4.7. Serologia do virus

Procurou-se obter um anti-soro e ensaiaram-se diversos mé-
todos de determinagao de titulos a fim de averiguar em que casos
se deve preferir cada um dos métodos ensaiados.
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Apds a obtengio do Virus do Mosaico da Soja parcialmente
purificado e tendo-o ressuspendido no tampio de fosfato, emulsio-
nou-se 1.5 c¢m® da suspensio com igual volume de Bacto-Adjuvante
Difco, completo e injectou-se num coelho por via intra-muscular 2 em?
desta emulsao (1 em? em cada coxa). Passados dez dias efectuou-se
uma segunda injecgdo constituida por suspensido de virus parcial-
mente purificado emulsionado com igual volume de Bacto — Adju-
vante Difco, incompleto. Os coelhos foram esfomeados durante 4
horas antes das sangrias, que se efectuaram 8 e 10 dias a seguir a
primeira injeccdc e nas primeira, segunda, terceirza, sexta e décima
primeira semanas apds a segunda injeccio.

O sangue manteve-se a temperatura ambiente e ao fim de 3
horas retirou-se o soro ¢ centrifugou-se a 2500 r. p. m. durante 10
minutos.

Para conservacao do soro adicionou-se uma solugio aquosa dum
antisséptico — Cialite — (Hoechst Ag) a 1:50 na proporgio de 0,1 em?
por cada 10 c¢m® de scro e mantém-se em frigorifico em ampolas de
vidro, fechadas & limpada.

Como técnicas usou-se a reaccdo em limina (DuNIN & Po-
POVA, 1937), a reacgdo em placa (VAN SLOGTEREN, 1954-a) e ainda a
difusdo em agar (OUCHTERLONY, 1948).

Nos ensaios efectuados em laminas colocamos uma gota de
anti-soro para o Virus do Mosaico da Soj2, em cada extremidade e
adicionamos respectivamente uma gota de extracto de folhas de soja
com sintemas de mosaico, préviamente centrifugado entre 5000 e
6000 r. p. m. durante 10 minutos, e extracto de folhas sis, centri-
fugado nas mesmas condicoes. Cada gota ¢ agitada com o auxilio de
varetas de vidro e deixa-se em incubacao a 24° C ou 30° C numa estufa
com 80 % de humidade, durante 40 ou 60 minutcs. A reaccdo de pre-
cipitacio é entdo observada num microscoépio com condensador a
seco de fundo escuro (ocular X8, objectiva X10, Microscopio Zeiss).

Nos ensaios de microreaccio serclégica sob parafina liquida
usaram-se placas de Petri cobertas com Morvital ou Silicone indiferen-
temente. As gotas de extracto de scjas sis e com o Virus do Mosaico
da Soja préviamente centrifugadas a 5000 r. p. m, durante 10 mi-
nutos, e do antisoro especifico, foram colocadas nas placas com o
auxilio de micropipetas de Pasteur., Para facilitar a colocagio das
gotas utilizou-se um quadriculado de 8X8 mm. Incubou-se a 37° C
durante 2 horas.
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Nos ensaios de difusdo em agar em placa de Petri, usou-se como
meio para as reaccoes de difusdo Agar Difco a 1% em soro fisiolo-
gico e ajustou-se o pH para 7.0 com OHNa normal com o auxilio do
papel indicador MERck. Juntou-se & solucio do agar uma solugao
de Cialite, a 1:50 na proporcae de 1 cm?® por cada 100 em® da solugdo
de Agar Difco. Utilizaram-se 10 em* de meio por cada placa de Petri e
usaram-se os cortantes de FEINBERG (FEINBERG, 1958} .

4.7.1. Determinacdo do titulo do soro — No soro obtido na pri-
meira sangria, depois da primeira injeccdo no coelho e apés se ter
separado o soro do coagulo e centrifugado a 2500 r. p. m. durante 10
minutes, para remogio dos globulos remanescentes, determinou-se o
titulo do soro.

Ensaiaram-se periodos de incubacio de 40, 60 e 90 minutos &
temperatura de 24° C e verificou-se ser o pericdo de 60 minutos o
mais apropriado para a determinacao do titulo, que para este caso
foi de 1:128. Voltou a repetir-se a determinacao do titulo no soro
colhido apés a primeira injeccio ou seja no dia em que se deu a
segunda injeccdo para servir de termo de comparagio com outros
soros obtidos posteriormente. Procedeu-se da mesma forma chegan-
do-se novamente a um titulo de 1:128. Determinou-se o titulo dos
soros obtidos ap6s a segunda injeccdo para observar a reaccio do
animal a introducio duma segunda dose de antigénio verificando-se
inalterabilidade no titulo do soro do coelho até & morte deste ou seja
11 semanas apds a segunda injecedo.

Utilizou-se para antigénio o extracto de folhas de soja com
virus, ou virus parcialmente purificado (Fig. 3). Paralelamente e como
testemunha utilizaram-se extracto de folhas sds e soro fisiolégico,
nao se tendo observado qualquer reaccdo, nestas condicBes.

Na determinacéo do titulo dos soros obtidos a partir de cobaias
inoculadas por via intramuscular, intradérmica e intraperitoneal, s6
esta ultima conduziu & formacdo de anticorpos para o Virus do Mo-
saico da Soja tendo o soro o titulo de 1:32, mais baixo portanto do
que o obtido em coelho.

Na determinacio do titulo do sorc pelo método da microreaccio
sob parafina liquida obteve-se igualmente para titulo o mesmo valor
que o obtido em limina ou seja 1:128.

4.7.2. Determinacdo do titulo do virus em extracto — Partiu-se
de extracto de folhas de so0ja com sintomas de mosaico e cen-
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trifugou-se a 6 000 r. p. m. durante 10 minutos. Utilizou-se antisoro
diluido a 1:10 e nas testemunhas soro fisiologico. Fizeram-se diversos
ensaios em limina, em que se obteve como titulo o valor maximo de
1:32 e o minimo de 1:8. Na determinac¢ido do titulo, pelo método de
microreaccido sob parafina liquida verificou-se que o valor do titule
oscilava entre 1:16 e 1:32.

Para determinacao do titulo do virus no extracto de folhas de
soja pela técnica de difusio usaram-se cortantes de FEINBERG, que
permitem a colocacdo do anti-soro numa cavidade central e a colo-
cacdo das diluicdes do antigénio em 4 ou 6 cavidades circundantes.
Colocou-se o anti-soro 24 horas antes do antigénio, Passadas 24 horas
apos a colocacdo deste ultimo nota-se a formacdo de linhas de pre-
cipitacdo, proxime das cavidades correspondentes as diluigcdes do
antigénio. Este ensaio nic permitiu determinar o titulo do virus em
extracto pois a uGltima diluicdo utilizada ou seja 1:8 ainda formou
linha de precipitacido. No ensaio seguinte usaram-se diluicbes até 1:32.
Igualmente ndo se pode determinar o valor do titulo uma vez que na
tiltima diluicdo ou seja 1:32 ainda houve precipitacio.

Procurou-se igualmente determinar pelo método de difusio em
agar, se havia relacbes serologicas entre o Virus do Mosaico da Soja
e outros virus. Efectuaram-se dois ensaios neste sentido.

No primeiro ensaio, colocou-se o anti-soro especifico para o
Virus do Mosaice da Soja na cavidade central, colocando nas 4 cavi-
dades circundantes e segundo o movimento dos ponteiros do relogio
os seguintes antigénios: extracto de Glycine soja com Virus do
Mosaico da Soja, extracto de Nicotiana tabacum com Virus X,
extracto de Nicotiana glutinosa com Virus Y, extracto de Phaseolus
vulgaris com Virus do Mosaico do Feijoeiro, préviamente centrifu-
gados a 5000 r. p. m. durante 10 minutos.

O anti-soro e os antigénios foram colocados a difundir na
mesms ocasido. Passadas 24 horas era visivel uma linha de preci-
pitacio em correspondéncia ao extracto de soja, nio se observando
qualquer linha de precipitagao em relacéo aos outros extractos (Fig. 4).

No segundo ensaio colocou-se o extracto de folhas de soja com
virus na cavidade central, e nas 4 cavidades circundantes, segundo
o movimento dos ponteiros do relogio, os seguintes anti-soros; Soro
para o Virus do Mosaico da Soja ndo diluido, soro para o Virus X,
soro para © Virus Y e soro para o Virus do Mosaico do Feijoeiro os
trés diluidos a 1:10. Formou-se uma linha de precipitacdo em corres-
pondéncia ao soro para o Virus do Mosaico da Soja, nio se tendo
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observado qualquer linha de precipitacao em correspondéncia aos ou-
tros soros, parecendo portantc ndo haver qualquer relagdo serologica
entre estes virus.

4.8, Dominio do virus

4.8.1. Tratamentos térmicos a semente

Dada a transmissibilidade do Virus do Mosaico da Soja pela
semente, havia o maior interesse em ensaiar a possibilidade de por
tratamentos térmicos, destruir o virus na semente, de forma a
estudar a aplicabilidade como rotina para obtencio segura de se-
mentes isentas de virus,

Fez-se um ensaio preliminar com sementes da cultivar Pecking
proveniente de plantas com sintomas de mosaico submetendo-as a
temperaturas entre 37° e 70° C durante 10 minutos, As sementes
eram colocadas num frasco com Agua e mergulhadas no Ultrater-
mostato NB - 59 548, tendo-se verificado que temperaturas de 65° C
conduziam & perda de germinabilidade enquanto que temperaturas
de 60° C ndo conseguiam destruir o virus (Quadro VII).

QUADRO VII

EFEITO DA IMERSAQO EM AGUA QUENTE DURANTE ip MINUTOS NA
GERMINABILIDADE DA SEMENTE DA CULTIVAR PECOKING E NG VIRUS

Temperatura l Germinacao | Mosaico
e C) (A) (B)
B |

37 l 10/10 i 1/10
40 10/10 1/10
45 ’ 10/10 2/10
50 10/10 2/10

55 9/10 0/9

60 8/10 ’ 2/8

85 0/10 0/0

70 0/10 0/0
ndo tratadas 80/80 { 11/80

.

Notas: (A) Plantulas nesacldas / Scmentes utilizadas.
(B) Pléntulas ¢/ mosaico / Plintulas nascidas,

Em face da temperatura que conduzia & perda da faculdade
germinativa ser de 65° C procuramos no ensaio seguinte, submeter
as sementes provenientes de plantas infectadas as temperaturas de
55°, 58° e 60° C, com tempos de tratamento de 30 e 60 minutos. O
ensaio foi efectuado com as cultivares Pecking e Avoyelles.
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O efeito do tratamento na faculdade germinativa da cultivar
Peciting foi muito acentuado, reduzindo-a, contl'orme 0S Cas0S, 4 cerca
de 50 % e de 75 % em relacio as testemunhas. A eficacia deste tra-
tamento na inactivacido do virus nio € apreciavel uma vez gue mesmo
a 60° C durante 30 minutos ainda se obteve uma planta infectada
entre as oito que nasceram do lote de vinte e cinco de que se partiu
{Quadro VIII).

A faculdade geminativa da cultivar Avoyelles mostrou ser ainda
muito mais afectada pelo tratamento do que a anterior. Todas as se-
mentes perderam a faculdade germinativa, com uma Unica excepgdo
verificada n¢ tratamento a 55° C durante 30 minutos. Portanto o
tratamento ndo pode considerar-se eficaz em face das suas conse-
quéncias na faculdade germinativa e fraco poder na inactivacéo
do virus.

4.8.2. Seleccao de cultivares

Devido ao facto de com os tratamentos térmicos nao termos con-
seguido destruir o virus na semente e haver um grande nimero de
afideos com capacidade de transmissdo, € conveniente, do ponto de
vista agricola, conhecer a reaccio das cultivares ao virus em estudo,

QUADRO VIII

EFEITO DA IMERSAQ EM AGUA QUENTE NA GERMINABILIDADE
DA SEMENTE E NO VIRUS

: { Temperalura Duragio Germinagdo ‘Mogaico
Culiivar o (minutos) (a) (B)
550 | 30 7/25 0/7
60 12/25 1/12
Pecking 58 30 12/25 1/12
| 60 6/25 0/6
60 30 8/25 1/8
nio tratadas — l 1167125 14/116
55 30 I 1/25 0/1
60 0/25 0/0
Avoyelles 58 30 0/25 0/0
| 80 0/25 0/0
nfio tratadas — 92/100 27/92

Notas: (A) Plintulas nascidas / SBementey utilizadas.
(B) Plantulas ¢/ mosaico / Plantulas noscidas.

Verlflcou-3¢ um atraso na germinacic das sementes sujeitas ao tratamento.



Fig. 3 — Observagdo ao microscopio da reacgdo Se-
roldgica (Tipe 2/3) enlre o Virus do Mosaico da
Soja parcialmente purificado e o anti-soro especifico

Fig. 4 — Difusdo prévia do anti-soro para o Virus
do Mosaico da Seja (cavidade central}. Nas cuovi-
dades circundanies o3 seyuinfes anligénios: Virns
do Mosaico da Soja, Virus X, Virus Y e Virus do
Maosaico do Feijoviro. Linha de precipitagdo corres-
pondente ao Virus do Mosaico da Soja
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e seleccionar cultivares resistentes como tinica via de limitar a doenca
no campo. Com esse fim procurou-se determinar o comportamento de
77 cultivares em relacdo ao Virus do Mosaico da Soja. Como se tra-
tava de um grande niimero, a realizagio do ensaio prolongou-se desde
Fevereiro até Julho de 1961. Os ensaios sobre os cultivares da Es-
tacdo Agrondmica Nacional realizaram-se em 1960 em datas variadas.
Atendendo-se ao facto de serem transmissiveis pela semente de soja
diversos virus, inclusivé o Virus do Mosaico da Seja, procurou-se eli-
minar todas as plantulas infectadas provenientes da semente, bem
como as plantulas com o primeirc par de folhas de conformaciac ané-
mala. Inocularam-se em geral lotes de 25 plantas guardando para
testemunhas de 5 a 10 plantas conforme o niimero disponivel para
cada cultivar. Anotou-se a sintomatologia, bem como o periodo de
incubacdo e verificou-se que de todas as cultivares inoculadas meca-
nicamente s6 trés, Bicolor de Calai, Large Seeded Tokyo e Mukden
nunca apresentaram sintomas embora tivessem sido inoculadas 66,40
e 30 plantas respectivamente. A inoculacio do extracto destas trés
cultivares a «Blackhawk» demonstrou nio conterem o virus, pondo-se
assim de parte a possibilidade de serem porta-virus sem sintomas.

As cultivares Crecle, Haberland, Hahto, Herman, Hollybrook,
Kingwa, Mammoth Yellow e Oakland (Quadroc IX) apresentaram
neste ensaio um numero de plantas infectadas muito restricto, o que
nos levou a repetir a inoculacio mecinica dessas cultivares, com
excepcdo de «Kingwar» e «Oakland» de que ndo se conseguiu novas
plantas. Apenas duas plantas de «Haberland» apresentaram sintomas.
Devemos notar que nido conhecemos o grau de homogeneidade dos
lotes de sementes das cultivares gue nos foram fornecidos,

QUADRO 1X
Cultlvares - l 1.© Ensaio 2.¢ Ensato
]
Creole 1/25{*) 0/11 (*)
Haberland 3/25 2/31
Hahto 3/25 0/14
Herman 2/20 0/22
Hollybrook 2/25 0/19
Kingwa 2/41 —
Mammoth Yellow 1/9 0/33
Oakland 1/8 —

{*} Plantas infectadas / Plantag inoculadas.
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O método de selecgdo baseado na inoculacio mecinica nio é o
ideal para a seleccdo de cultivares resistentes, no casc de virus trans-
missiveis por vectores biologicos.

Na impossibilidade de realizar ensaios no campo, procuramos
fazer na estufa a transmissdo do virus com o afideo Myzus persicae
as cultivares que tinham apresentado maior resisténcia. Deu-se como
periodo de infecgio em «Blackhawks> meia hora e de transmissio em
cada cultivar ensaiada uma hora. Para a transmissaoc a cultivar
Bicolor de Calai, o periodo de infeccio foi de 18 horas e de frans-
missdc 24 horas. Como usualmente fez-se fumigacio para a des-
truicdo dos afideos e colocaram-se em seguida as plantas em estufa a
prova de insectos, aguardando-se o aparecimento de sintomas. Para-
lelamente fez-se um ensaio na cultivar «Blackhawk» com 30 minutos
e 1 hora para periodos de infeccao e de transmissio. Ao fim de dez
dias ou seja quando comecaram a aparecer os trifoliolos, verificou-se
infeccdo em todas as plantas da cultivar Blackhawk, mostrando-se
nas outras cultivares os trifoliolos irregulares, com sintomas muito
atenuados de mosaico rugoso. Em seguida pesquisou-se serolégica-
mente ¢ virus nas plantas pelo método de difusio em agar (Qua-
dro X). A reacgio seroldgica permitiu-nos registar a presenca do
virus num maior numero de plantas do que o observado visualmente,
Verificamos ainda que ndo havia, nas cultivares ensaiadas nenhuma
que fosse imune ao virus em estudo.

Em face de se nac ter conseguido bons resultados com os tra-
tamentos térmicos 4 semente e de ndo se ter encontrade nas culti-

QUADRO X

COMPORTAMENTO DE ALGUMAS CULTIVARES A TRANSMIBSAO
PELO MYZUS PERSICAE

Plantas Plantas com Plantas com
Cultivares cnsaiadas sintomas reaccio serolbgica

positiva

[

Bicolor de Calal
Large Seeded Tokyo

Mukden
Haberland
Herman
Kingwa

Mammoth Yellow
Oakland

N W N e R CR
SR I O
[CR S TR T R YU

=t
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vares ensaiadas nenhuma imune, faz-nos considerar que de momento
50 se pode contar para dominio desta enfermidade com algumas pre-
caucoes durante a cultura, Neste sentido preconiza-se tal como
HeINZE & KOHLER (1940), a eliminacao de todas as plantas infec-
tadas nos campos destinados i producdo da semente, isolamento das
plantagdes destinadas a esse fim, exterminio dos afideos vectores nas
culturas de igual periodo vegetativo como a batateira, a faveira e
outras leguminosas, eliminacio das sementes abaixo do tamanho nor-
mal e duma maneira geral antecipacio de sementeira na medida em
ue as condi¢tes meteoroldgicas e a cultivar de soja o permitam para
que a cultura ndo coincida com a época de aparecimento deos insectos
vectores.

9. Discussao e conclusoes

Verificamos que o Virus do Mosaico da Soja nas condicbes dos
ensaios induziu infecgoes sistémicas nao 86 em Glycine soja (L.) Sieb.
et Zuce., mas também em Canavalia ensiformis D, C., Mucuna deerin-
giana (Bort.) Holl.,, Mucuna utilis Wallich e Vicia narbonensis L.
Até esta data apenas HEINZE & KOHLER (1940) tinham obtido infec-
coes locais em Phaseolus vulgaris L. «Wachsdattel» e recuperado o
virus por inoculagdo retrograda, mas s6 a partir das folhas ino-
culadas. QuanTz (1961-62) indica também outros hospedeiros além
da soja mas ndo ensaiou as espécies aqui mencionadas.

No que diz respeito a4 transmissio do Virus do Mosaico da Soja
por insectos, HEINZE & KOHLER (1940) conseguiram-na com 8 espé-
cies de afideos: Aphis fabae Scop., Aphis gossypii Glover. Aphis
nasturtii Kalt., Myzus persicee Laing, Aulacorthum solani Kalt.,
Neomyzus circumflexus Buckt. e Macrosiphum euphorbiae Thomas.
CoNOVER (1948) obteve transmissdo com os afideos Acyriosiphon
pisum Harris e Myzus persicac Sulz., esta ja verificada pelos autores
alemies. Nos ensaios que efectuamos, fez-se a transmissio com 13
espécies de afideos compreendendo as 9 atrds indicadas e ainda: Aphis
craccivora Koch. Dactynotus sonchi L., Macrosiphum rosae L. e Me-
goura viciae Buckt., até agora ndo mencionadeos como vectores do
virus. Das espécies citadas merece especial atencio Myzus persicac
pois consegue transmitir o virus apés periodos de 5 minutos de alimen-
tacio tanto na planta doente como na si, sem ser portanto neces-
saric um periodo longo de incubacdo no vector. Das outras espécies
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indicadas como vectores experimentais queremos destacar o apare-
cimento de Aphis craccivora num campo de soja.

Ensaios com o Dactynotus sonchi, Megoura viciae e Macro-
siphum rosae, em especial estes dois ultimos, devem ser aprofundados
para se poderem tirar conclusées em definitivo.

Tentativas de transmissio com Pseudococcus cifri Risso falha-
ram. Semelhantemente outros autores nao tinham obtido transmissio
com outros insectos. Assim GARDNER & KENDRICK (1921), foram inca-
pazes de obter a transmissio com Jassideos e CoNOVER (1948), nao
conseguiu transmissao com Thrips tabaci Lind.

Na transmissio por enxertia de encosto obtivemos sempre
100 % de transmissido verificando que bastava o simples contacto
das partes feridas das plantas doentes e sas para se dar a transmissao
do virus.

No estudo da transmissao do virus pela semente de soja, veri-
fica-se ndo haver qualquer relacdo entre a distribuicdo do virus e a
localizacdo da semente na vagem ou com a insercdo da vagem no
caule, GARDNER & KENDRICK (1921) tinham obtido resultados simi-
lares no respeitante a esta ltima parte.

A sintomatologia do virus em estudo variou amplamente e esta
dependente de dois factores: um, a cultivar, o outro, as condi¢des am-
bientais, como as flutuacoes de temperatura, que tem um efeito
marcante na manifestagio de sintomas, conforme ja havia verifi-
cado CoNOVER (1948) que fez um estudo pormenorizado comparando
os efeitos da temperatura na sintomatologia. Igualmente QUANTZ
(1961-62) verificou o efeito da temperatura na manifestacio de sin-
tomas quer em soja, quer noutrcs hospedeiros.

No estudo das propriedades fisicas do Virus do Mosaico da Soja,
os valores obtidos nos nossos ensaios para temperatura letal — 58 C
— e longevidade «in vitro» — 2 a 3 dias — assemelham-se aos obtidos
por PIERCE (1935). HEINZE & KOHLER (1940) obtiveram 61° C para
temperatura letal e 3 a 4 dias para longevidade «in vitro». CONOVER
(1948) indica 64 a 66° C para temperatura letal e 4 2 § dias como
longevidade «in vitro». QUANTZ (1961-62) obteve 62° C para tempera-
tura letal e 1 dia para longevidade <in vitro». No que diz respeito ao
limite de diluicac verificam-se igualmente diferencas. Assim o limite
de diluigiao obtido nos nossos ensaios — 1:2000 — difere do de HEINZE
& KOHLER (1940) — 1:10000; CoNoVER (1948) nado apresenta qual-
quer valor afirmando ter obtido resultados muito variaveis e QUANTZ
(1961-62) — 1:1 000.
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Conseguiu-se pela primeira vez a purificacao do Virus do Mo-
saico da Soja que até aqui, que tenhamos conhecimento ainda ndo
tinha sido efectuada, tendo seguido a marcha de WEeTTER (1960)
modificada.

Ao Microsceépio Electrénico pelo método de contacto com meta-
lizagio, observaram-se particulas em forma de bastonetes flexiveis
com 744 mp de comprimento, confirmando-se assim a localizacio no
grupo 11 de BrRaNDES & WETTER (1959) ou seja no de 750 mp como
comprimento padrdo. QUANTZ (1961-62) indica ter obtido T48 myp
para comprimento médio.

Com o virus parcialmente purificado obtivemos por inoculagio
num coelho, um anti-soro de titulo 1:128. que nos permitiu detectar
o virus em Soja. MATTHEWS (1957), por comunicacdio pessocal de
WATsoN; indica a existéncia de um anti-soro para soja obtido a
partir de suco fresco, ndo dando qualquer indicagdo quanto ao titulo.
O titulo do virus em extracto determinado serologicamente variou
nos ensaios, tendo-se obtide como limite minimo 1:4 e como limite
maximo 1:32.

Os tratamentos térmicos 4 semente com o fim de eliminar o
virus nfo foram eficazes, pois a temperatura maxima que néo inibe
a faculdade germinativa ndo tem accio na destruicie do virus.

No ensaio que se realizou a fim de seleccionar cultivares resis-
tentes ao virus, verificou-se haver cultivares resistentes a inoculaggo
mecénica. Essas mesmas cultivares comportaram-se como susceptiveis
& transmissdo por afidecs ou por enxertia.

6. Agradecimentos

A Missao de Estudos Agrondmicos do Ultramar na pessoa do seu
Chefe Engenheiro Agrénomo Lains e Silva, agradecemos o interesse
e as possibilidades que nos facultou na execucdo deste trabalho.

Ao Director da Estacdo Agrondémica Nacional, reconhecidos fica-
mos por nos ter permitido a sua realizacdo no Departamento de Fito-
patologia.

~"Ao Prof. Branquinho de Oliveira, Chefe do referido Departa-
mento, bem como & Ex.™ Sr.* Dr.* Maria de Lourdes de Oliveira, que-
remos expressar oS nossos melhores votos de agradecimento pela
sugestdo do tema e conselhos que tdo amavelmente nos dispensaram.




214 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA

Ao Dr. J. Brandes do Institut fiir landwirschaftliche Virusforsch-
ung, de Braunschweig, ficamos a dever a gentileza das observacdes
¢ medicdes das particulas ao Microscopio Electrénico e a amabilidade
com que nos atendeu.

Ao Prof. Eng. Jodo Carvalho e Vasconcelos, ao Eng. Agrénomo
Fernando Albano Hharco e aos Drs. Henrique Simoes e Miguel Neves,
agradecemes a amabilidade com que sempre nos atenderam e os valio-
s0s esclarecimentos prestados.

Exprimimos muito particularmente a nossa mais viva gratidio
a Ex.m Sr.» Dr." Maria de Lourdes Borges sob a orientacio de quem
trabalhamos pela inestimavel ajuda que se dignou dispensar-nos.

RESUMO

A partir de diversas cultivares de soja (Glycine soja (L.) Sieb.
et Zucc.), existentes nos campos de cultura, em Qeiras, colheram-se
20 amostras em 11 das quais se identificou o Virus do Mosaico da
Soja (Soybean Mosaic Virus, GARDNER & KENDRICK, 1921).

Usou-se para estudo desse virus o isolamento proveniente da
cultivar «Hispida» cujos sintomas no campo consistiam em Mosaico e
distorcao foliar. Manteve-se o virus na estufa por infeccGes suces-
sivas de Soja «Blackhawks.

A identificacAo do virus baseou-se na transmissibilidade, sin-
tomatologia, propriedades fisicas «in vitro» e caracteristicas mor-
fologicas das particulas observadas ao Microscoépio Electrénico.

Verificou-se que o virus é facilmente transmitido a Soja por
inoculacio mecdnica com o auxilio de carborundo, como abrasivo.

Conseguiu-se pela primeira vez a transmissio a Canavalia ensi-
Jormis D. C., Mucuna deeringiana (Bort.) Holl.,, Mucuna utilis Wallich
e Vicia narbonensis L. A transmissio a esta Ultima espécie obteve-se
nas mesmas condicGes usadas para a transmissdo a Soja. As outras
80 se tornaram possiveis pela adicdo de tampido na obtencio do ex-
tracto. Submeteram-se as plantas a inocular a um periodo prévio de
obscuridade sem qualquer influéncia na transmissio.

- Nos ensaios de transmissio por afideos comportaram-se como
vectores: Myzus persicae Sulz., Myzus ornatus Laing, Aulacorthum
solani Kalt., Acrytosiphon pisum Harris, Neomyzus circumflexus
Buckton, Megourqa viciae Buckton, Dactynotus sonchi L., Macro-
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siphum euphorbiae Thomas, Macrosiphum rosae L., Aphis craccivora
Koch, Aphis fabae Scop., Aphis gossypit Glover, Aphis nasturtii Kalt.
As espécies: Megoura viciae Buckton, Dactynotus sonchi L., Macro-
siphum rosae L. e Aphis craccivora Koch. ainda nio estavam indicadas
como vectores do virus. Nio se conseguiu transmissioc por Pseudo-
coccus citri Risso.

Transmitiu-se o Virus por enxertia de encosto, verificando-se
nao ser necessaria a ligacdo dos tecidos.

Observou-se haver comportamento diferente na transmissio do
virus pela semente de diversas cultivares. O virus transmitiu-se em
percentagem mais elevada nas cultivares «Yogetu» e «Harold» e mais
baixa em «Glasman», «Pecking» e «Wabask». Parece nido haver qual-
quer relagdo entre o virus e a localizagio da semente na vagem ou da
vagem no caule da planta.

O virus nas condigdes ensaiadas tem uma temperatura letal de
58° C, mantém a infecciosidade 2 a 3 dias no extracto de planta
mantido 4 temperatura ambiente e tem um limite de diluicdo de
1:2 000.

Purificou-se pela primeira vez o Virus do Mosaico da Soja
para o que se usou o método seguido por WETTER (1960), modificado.
Aplicou-se na obtencio de um anti-soro especifico, que apresenta o
titulo de 1:128.

O titulo do virus no extracto de Soja determinado seroldgica-
mente oscilou entre 1:4 e 1:32.

As particulas observadas ao Microscépio Electrénico apresen-
tam-se em forma de bastonetes flexiveis com 744 my de comprimento.

Tratamentos térmicos a sementes de soja provenientes de plan-
tas infectadas, nao permitiram liberti-las do virus.

Na selecgdo do cultivares resistentes, notou-se que «Bicolor de
Calai», «Larged Seeded Tokyo» e «Mukden» sio refractarias 4 infecciio
por inoculagao mecdnica, mas apds transmissio por afideos com-
portam-se como tolerantes, ndo apresentando no entanto sintomas
evidentes,

SYNOPSIS

From various soybean varieties (Giycine soja (L.) Sieb. et Zucc.)
under cultivation at OQeiras, 20 samples were taken on 11 of which
sovbean mosaic virus (Soybean Mosaic Virus, Gardner & Kendrick,
1921) was identified.
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From the variety «Hispida» which on field conditions showed
such symptoms as mosaic, twisting and curling of the leaves, an iso-
late was made and used to study that virus.

Identification of the virus was based on the transmissibility,
physical properties in vitro and morphological characteristics of the
particles observed at the Electronic Microscope.

It was verified that the virus is easily transmitted to soybean by
mechanical inoculation, with carborundum as an abrasive,

Transmission of the virus to Canavalia ensiformis D. C., Mucuna
deeringiana (Bort.) Holl., Mucuna utilis Wallich and Vicia narbonen-
sis L., was accomplished for the first time. Transmission to the latter
species was obtained in the same conditions as for soybean, With the
other species, however, a buffer solution had to be added to the ex-
tract for successful transmission of the virus. The plants to be ino-
culated were previously submited to a period in darkness, which had
no influence on transmission.

In trials of transmission by Aphides, Myzus persicae Sulz., Myzus
ornatus Laing., Aulacorthum solani Kalt., Acrytosiphon pisum Harris,
Neomyzus circumflexus Buckton, Megoura viciae Buckton, Dacty-
notus sonchi L., Macrosiphum euphorbiac Thomas, Macrosiphum ro-
sae L., Aphis craccivora Koch, Aphis fabae Scop., Aphis gossypii
Grover, Aphis nasturtii Kalt, acted as vectors. The species: Megoura
vicige Buckton, Dactynotus sonchi L., Macrosiphum rosae L. and
Aphis craccivora Koch had not yet been reported as vectors. Trans-
mission by Pseudococcus citri Risso was not successful.

Transmission of the virus wade made by aproach grafting, it
having been verified that union of the tissues is not necessary to
accomplish transmission.

Differences were observed in the process of transmission by the
seed of some varieties. The «Yogetu» and «Harold» varieties showed
the highest percentage of virus transmission and the «Glasman»,
«Pecking» an «Wabask» the lowest. There seems to be no correlation
between the virus and the position of the seed in the pod, or of the
pod on the plant stem.

For the conditions under which the trials were carried out, ther-
mal inactivation point was at 58 C, the virus maintained its viru-
lence 2-3 days at room temperature, and dilution point was 1:2 000.

Purification of the soybean mosaic virus was made for the first
time, using Wetter’s method, slightly modified, for the obtention of an
anti-serum with a 1:128 precipitation titre.
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The highest virus titre in soybean extract ranged from 1:4 to 1:32.
Seen at the Electronic Microscope the particles have the appear-
ance of flexible rods 744 mp long.

Thermic treatments applied to the seed of infected soybean
plants did not succeed in making them virus-free.

While selecting varieties for resistance it was noted that «Bico-
lor de Calai», «Large Seeded Tokyo» and «<Mukden» are not suscep-
tible to mechanical inoculation; however, after transmission by Aphi-
des they show some tolerance to the virus without presenting evident
symptoms of the disease.
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