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RESUMO

Com uso intensivo de mao-de-obra, tecnologia etalagi cultura do
alho no Brasil tem viabilizado a pequena e méd@piedade nas
principais regides produtoras, sendo portanto, @dg importancia
sécio-econdmica. O alhoAlium sativum L.), por ser propagado
vegetativamente, facilita a disseminacdo de patigyeoomo virus,
favorecendo o aparecimento de doencas complexksapémulo de
diferentes espécies virais numa mesma planta,edagado diminuicdo
da produtividade e da qualidade do produto. Umatéasicas mais
utilizadas para limpeza clonal de alho é a cultieraneristemas. Apesar
de muito utilizada para eliminacdo de viroses, glggese que ha uma
deficiéncia nos protocolos atualmente utilizadosgue se refere a
qualidade da semente produzida. Isto pode estaddigaos fatores
fisiologicos, fitossanitarios e, principalmenteinaxisténcia de estudos
para o desenvolvimento de protocolos de limpezanatlomais
eficientes. O presente trabalho teve como objetiiipsstudar o padréo
de organizacdo morfologica da bulbificacdo em attescrevendo os
efeitos dos fatores envolvidos nesse processo; dgjudar a
morfogénese de plantas de allm vitro através de avaliagdes de
componentes de meios de cultura e de fatores atalsiegque afetam a
inducéo de bulbqgiii) avaliar as alteracbes de substancias end&ena
durante o crescimento das plantas e seus efeibye soprocesso de
bulbificacéo; e (iv) desenvolver um método de eriapia para remocao
do complexo viral do alho a partir do estabelectmal® um protocolo
de criopreservacdo. No Capitulo |, além de um estdd padréo
morfolégico da bulbificacdo, é apresentada umaséevatualizada dos
temas abordados no trabalho com o referenciacteéras informacgtes
disponiveis até o presente. Para o estudo da némésg de plantas de
alho in vitro foram avaliados os efeitos de tipos e concergsagiE
reguladores de crescimento e de carboidratos, déodps de
vernalizacdo dos explantes, e os efeitos dos regideetemperatura e
fotoperiodo sobre a diferenciacdo de gemas de diuksodosagens dos
niveis enddgenos de Acido Absiciso e aclcares agldutais foram
realizadas por testes imunoenzimético-ELISA e peénica
colorimétrica fenol-sulfarico, respectivamente. €sehvolvimento do
protocolo de criopreservacao foi efetuado medierp®sicdo de apices
caulinares nas solucdes de vitrificacdo PVS2 e P¥88teriormente, a
solucdo com melhor desempenho foi utilizada paratecapia. A



crioterapia foi comparada com os métodos tradigsoda limpeza de
virus em alho. Os resultados aqui apresentadoganosvidéncias de
que plantas de alho cultivadas vitro também apresentam respostas
morfogenéticas para a diferenciagcéo e desenvoltoram bulbilhos do
tipo termo-fotoperiédico dependente. Ficou evidadaoique o tempo de
exposicad ao frio reduz a sensibilidade ao fotoplerpara a inducdo da
bulbificac&o. Os resultados sugerem a participagddcido Abscisico
e dos carboidratos sollveis, respectivamente, @geates inibidores e
indutores da bulbificacdo, em resposta a estimdliogaticos como
temperatura e fotoperiodo. Para identificar a meglortancia desses
COmpostos nesse processo, sugere-se um  estudo iovouda
histodiferenciacdo de bulbos para identificar comiom precisdo o
momento exato da diferenciagdo durante a ontogéteeselantas. A
solugdo de vitrificacdo PVS3 proporcionou a mai@xat de
sobrevivéncia de explantes criopreservados, e filizada no
tratamento de crioterapia para erradicacdo do ampliral do alho.
Entre os diferentes métodos de limpeza de virudiades neste
trabalho, a crioterapia de apices caulinares, &st®muU ndo com a
termoterapia, apresentou a maior taxa de elimindedonion yellow
dwarf virus (OYDV), Garlic common latent virus(GCLV) e,
principalmente de.eek yellow stripe virugLYSV), ausente em 100%
das amostras sobreviventes. A imunolocalizacdo ¥B\Orevelou a
presenca do virus em quase todas as partes docapiagar, incluindo
a porcao distal do domo meristematico e os primo&rdoliares. A
distribuicdo dessa espécie de virus em tecidopidesacaulinares de
alho pode estar associada com o desenvolvimenpdadenodesmos e
sua capacidade de dar suporte a sua circulagcioiadgpmessas
observacgdes, sugere-se domwion yellow dwarf virugOYDV) invade
eficientemente as células de apices caulinaredhde @s resultados
obtidos a partir desse trabalho de tese amplianase Izientifica e
permitem aprofundar a compreensdo dos fatores iadssc a
morfogénese de plantas de alimovitro. O estabelecimento de um
protocolo completo de criopreservacdo de alho sdigioa em uma
ferramenta para erradicagédo de viroses em plastathd e, sobretudo,
para o estabelecimento de um programa de conservalgh
germoplasma dessa espécie.

Palavras-chave:Alho. Bulbificacdo. vernalizacdo. cultura de tecdo
Micropropagacdo. crioterapia.



ABSTRACT

With the intensive use of labor, technology anditedpthe culture of
garlic in Brazil has enabled the small and mediuaperty in the main
producing regions, thus being of a high socio-eatinorelevance.
Garlic (Allium sativumL.), due to its vegetative propagation, faciliate
the spread of pathogens, such as virus, favorireg dbtbreak of
complex diseases, due to the accumulation of @fffievirus species in
the same plant. That entails the decrease of pteodyand a decrease
of the quality of the product. One of the most usechniques for
pathogen removal from garlic is the culture of siems. Even though
it is widely used to eliminate viruses, it is e&s\perceive that there are
deficiencies in the protocols involving the qualié§y the produced
seeds. This may be related to physiological andgsiayitary factors,
and also to the lack of studies developing morgiefft protocols for
pathogen removal. This study has the following ciijes: (i) to study
the pattern of the morphological organization ofrligabulbing,
describing the effects of the factors involved witthe process; (i) to
study the morphogenesis of in vitro garlic plaht®tugh assessments of
the components of the growing medium and the enmental factors
that affect bulbing induction; (iii) to assess ttteanges of endogenous
substances during the growth of the plants and tbiéécts on the
bulbing process; and (iv) to develop a method gbttrerapy for viral
complex removal in garlic, upon the establishmenta grotocol for
cryopreservation. In chapter |, alongside the stfdyre morphological
pattern of bulbing, it is presented an updatedergvof the topics
tackled within this work, with the theoretical framork and the
information available up to the present. For thelgtof morphogenesis
of in vitro garlic plants, it was carried out arsessment of the effects
of different types and concentrations of growth utagprs and
carbohydrates, of the periods of vernalization &nfets, and the
effects of temperature regimes and photoperiodsctifiy the
differentiation of bulb buds. The dosage of the agmhous levels of
abscisic acid and total soluble sugars were carpetl through
immunoenzymatic-ELISA tests and through the coletiic phenol-
sulfuric technique, respectively. The developmenthe protocol for
cryopreservation was carried out through the exgostithe shoot tips
to the vitrification solutions PVS2 and PVS3. Latdre solution with
the best performance was used for cryotherapy. tGeyapy were



compared to the traditional methods for virus reahdm garlic. The
results reported here evidence that garlic plantsvig in vitro also
present morphogenetic answers to the differentiatiod development
of thermo- and photoperiod- dependent bulbilsldb decame evident
that the time of exposure to cold decreases thaitsgty to the
photoperiod for bulbing induction. The results segfgthat the abscisic
acid and the soluble carbohydrates participatepeasely, as
inhibiting agents and bulbing inductors, in resgot climatic stimuli
such as temperature and photoperiod. To identdyatttual relevance
of those compounds within this process, it is sstggka thorough study
of bulb histodifferentiation in order to identifyare precisely the exact
moment of differentiation during the ontogeny of tiplants. The
solution of vitrification PVS3 provided a higher rgival rate of
cryopreserved plantlets, and it was used in thetbeyapy treatment to
eradicate the viral complex from the garlic. Amotige different
methods for virus removal assessed in this worg, dtyotherapy of
garlic shoot tips, whether associated with therm@py or not, showed
a higher frequency in the elimination of t@aion yellow dwarf Virus
(OYDV), the Garlic common latent viru6GCLV) and mainly thé.eek
yellow stripe virugLYSV), which was absent in 100% of the surviving
samples. The immunolocalization of OYDV showedphesence of the
virus in almost all parts of the shoot tip, incloglithe distal portion of
the meristematic dome and the leaf primordia. Tis&idution of this
species of virus in shoot tip tissues of garlic rhayassociated with the
development of plasmodesms and with its capaliitgive support to
their circulation. Upon these observations, itsigygested that the
Onion yellow dwarf virus (OYDV) efficiently invadethe cells of the
garlic shoot tips. The results achieved by thigaesh project broaden
the scientific basis and allow the deepening ofcttraprehension of the
factors associated with the morphogenesis of o \garlic plants. The
establishment of a complete protocol for the crgsprvation of garlic
is a tool for the eradication of viruses in gaglants and, above all, for
the establishment of a program for preserving gesmp of this
species.

Key-words: Garlic. Bulbing. Vernalization. tissue culture.
Micropropagation. cryotherapy.
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INTRODUGCAO GERAL

O alho Allium sativumL.) € uma monocotiledénea, pertencente a
familia Aliaceae e originario da Asia CentralRegistros historicos
comprovam o uso desta planta pelos hindus, egipgiegios e por
guase todos os antigos povos do Velho Mundo (Motal.e 2005).
Segundo Menezes Sobrinho (1984 e 1997), é posgivelo alho
plantado no Brasil tenha vindo do México, do Egtde alguns paises
da América do Sul. E uma planta anual, bulbosaagsopagacio se da
de forma assexuada através do plantio dos bulbjthodentes).

O alho é uma hortalica que possui altervaltricional e em sua
composicado estdo: vitaminas (A, B2, B6, C), amiid#s; adenosina,
sais minerais (ferro, silicio, iodo), enzimas, caaalinase, diretamente
responsavel pela quebra da alicina, 6leo volatifusaso liberado
guando as células do bulbilho sdo rompidas. Edtst&acia, que tem o
cheiro marcante, tem potencial fitoterdpico queaata inibicdo da
atividade de bactérias e fungos patogénicos a @imavegetais
(Yoshida et al.,1987; Ress et al., 1993; Wilsoralet1997; Bianchi et
al., 1997; O'Gara et al., 2000). Essas caracteastiornam o alho, uma
especiaria extremamente atrativa de ser incluidsandapio diario, néo
somente pelo seu aroma e sabor, mas também pelssbeaeficios
medicinais.

Existem no mundo quatro grandes centroprdducdo de alho:
asiatico, europeu, norte-americano e sul-americ&hocentro mais
importante é o asiatico, onde se destaca a China oamaior produtor,
consumidor e exportador mundial. No Brasil, a caltse estende por
guase todo territdrio concentrando-se, principatmenas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste. O alho “nobre” é cultivdaldrio Grande do
Sul a Bahia. Duas regifes destacam-se: o Sul, na Salcha e
Planalto de Santa Catarina, e 0 Centro-Oeste ested®m dois polos
de producao: Regido do Alto Paranaiba-MG e CnistaO.

O consumper capitano pais tem aumentado significativamente,
passando de 400 gramas/habitante/ano na décad@86epara 1,26
quilos em 2010 (IBGE, 2011). O Brasil consumiu,amo de 2010, 240
mil toneladas de alho, desse total, 153.141 tomelddram de alhos
importados e 86.859 toneladas de alho nacional EIB&11). O
restante da producéo nacional foi utilizado paraesge. Atualmente, a
importacdo de alho da China e da Argentina é ressp@h por cerca de
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63% do abastecimento nacional, cabendo a produgéonal a oferta
de 37% do consumo total (Epagri/Cepa, 2011).

O Estado de Santa Catarina é um dos ipaiisc produtores
brasileiro de alho “nobre”, respondendo atualmguaiecerca de 17,6%
da producéo nacional (Epagri/Cepa, 2011). O usmsivo de méo-de-
obra, tecnologia e capital, tém viabilizado a peaues média
propriedade nas regibes produtoras, sendo, portadéo grande
importancia sécio-econdmica para o Estado. o ehanto, os Ultimos
quinze anos, foi um periodo critico para a prodwga@lho ndo s6 em
Santa Catarina, mas em todo o pais. O alto voluenémgortacao,
principalmente da China, reflete diretamente sabpequeno produtor,
com a descapitalizacao, inviabilizando dessa farmparmanéncia nessa
atividade. A baixa produtividade e o alto custgpdaducéo estédo entre
as causas que mais contribuem para agravar a crise.

A Unica via de propagacédo comercial do &hmediante o uso de
bulbilhos. Isto faz com que muitas doencas, casspdacipalmente por
virus, sejam transmitidas e intensificadas em jansucessivos,
acarretando diminui¢do da produtividade e qualidkdproduto colhido
(Dusi, 1995), uma vez que a maioria das cultivdeeslho plantada no
Brasil e em varios paises do mundo, esta infeatada uma ou mais
viroses (Daniels, 1999; Silva et. al., 2002; Melithd- et al., 2004;
Fayad André, 2010).

Os aspectos fitossanitarios constituemdas principais fatores
limitantes ao rendimento desta cultura. A ocor@nde pragas e
doencas pode inviabilizar a atividade, devido &ugcéd dos aspectos
gualitativo e quantitativo em niveis insatisfatéridDs agentes virais
destacam-se como importante problema fitossanidi@ricultura do alho,
em razdo dos eficientes mecanismos de disseminag@dyulbilho-
semente e/ou por insetos vetores e por falta dedfitiante pratica e
econdmica de controle a campo (Massola Junior,e2@05).

As espécies pertencentes aos génerovimsty Carlavirus e
Allexivirus, tém sido detectadas em plantas de adfm regides
produtoras de varios paises (Melo filho, 2003; Céeal., 2008). Os
principais virus constatados no Brasil até o moméaram,Leek yellow
strip virus(LYSV) (Pavan et al., 1989; Dusi et al., 1994)eion yellow
dwarf virus (OYDV) (Assis et al.,, 1993), pertencentes ao género
Potyvirus, Garlic common latent virugGarCLV), membro do género
Carlavirus (Massola Junior et al., 2005)@arlic virus A (GarV- A),
Garlic virus B (GarV-B), Garlic virus C (GarV-C) e Garlic virus D
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(GarV-D), pertencentes ao génekbexivirus (Melo Filho et al., 2004;
Fayad André, 2010).

As enfermidades de etiologia viral progluzsintomas variados
em alho, ou entdo, sdo assintomaticas. Geralmastéfeccdes sdo
causadas por mais de um virus em complexo (Dadie®9). Viroses
do grupoCarlavirus e Potyvirustém sido freqlientemente relatadas em
infeccdes multiplas (Dusi, 1995; Conci et al., 200&lo Filho et al.,
2004) em regides da Argentina e do Brasil, pootaferindo que a
capacidade efetiva de produtividade da maioriacddtivares de alho
“nobre” ainda é desconhecida (Fayad André, 2010).

A utilizacdo de sementes livres de vip®duzidas a partir de
técnicas de cultura de tecidos de plantas, suegientemente na cadeia
produtiva de alho no Brasil, como uma alternatie@apmelhorar a
produtividade das lavouras no pais. Tais semeertebora de preco
superior as produzidas pelo método convencional, dévantagem de
serem isentas de doencas causadas por virus, @éaprdsentarem
maior potencial para produtividade, com ganhospgpaem variar de 30
até 50% (Mueller et al., 2005).

Uma das técnicas mais utilizadas para dmapde virus em
sementes de alho é a cultura de meristemas assoatadratamento
térmico por calor. Entretanto, apesar de ser bastatiizada para
eliminacdo de viroses em plantas, percebe-se, mexto da literatura,
gue as pesquisas realizadas com o alho, até smfgasemento, ainda
nao permitiram a utilizacéo plena das técnicasultara de tecidos na
micropropagacao para a eliminacéo de viroses.

Em decorréncia disso, os protocolos deda clonal atualmente
utilizados apresentam deficiéncias no que refer@sguantidade e
qualidade da semente produzida, e na garantia rdaicacdo por
completo de complexos virais. Isto, entretanto, epedtar ligado a
fatores fisioldgicos, ainda ndo compreendidos nesfgécie, a fatores
fitossanitarios e a falta de pesquisas direcionadmsa o
desenvolvimento de metodologias mais eficazes hpelza clonal.
Este trabalho, portanto, estd fundamentado na sidede do
aprofundamento de estudos que venham a contriugr @ ampliacdo
das perspectivas da utilizacdo de tecnologiasmdpelia de virus, em
favor do desenvolvimento da cultura do alho no Bras

Nesse contexto, o presente trabalho tewgmbjetivos: estudos
para melhor entendimento da morfogénese do alh®m enidel de
envolvimento dos fatores ambientais; otimizar o®tqwolos de
micropropagacao de alho a partir de meristemasneaes provenientes
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de bulbilhos; estudos do metabolismo de substaecdégenas através
de ensaios bioquimicos e, desenvolver uma novictde limpeza de
virus, mais eficiente, viavel técnica e economigaeee compara-la
com os métodos tradicionais de limpeza de viroses.

O trabalho foi apoiado em pesquisas reddigaté o presente, e nos
fatores climaticos de maior relevancia envolvido®mc o
desenvolvimento desta espécie em condicfes de camgeEmpre que
possivel, associando essas informagbes com o ddgiemnto das
plantasin vitro. O estudo esta organizado em Capitulos, separados c
objetivos especificos.

No Capitulo |, além de uma revisao gerdirsoo escopo do
trabalho, sdo caracterizadas as etapas de cresoicheralho “nobre”,
em condi¢cdo ambiental de cultivo prevalescenteegiéo de producéo,
enfatizando suas fases fenologicas e culturais, eguerimentos
climéaticos. Foi efetuada também uma descricdo ddog@nese da
bulbificagdo, com detalhamento da forma de disigém dos bulbilhos
que compdem o bulbo.

O Capitulo Il trata da otimizacdo do pooio de limpeza de virus,
através da conducdo de diversos experimentos eratahbio, a saber:
selecdo de bulbilhos utilizados como doadores dqeaetes (4pices
caulinares); avaliagcdo dos efeitos de tipos e curamgbes de
reguladores de crescimento de plantas e de caalbmédnas variaveis de
crescimento de plantas vitro; avaliacdo dos efeitos de temperatura e
fotoperiodo sobre os parametros de crescimentdatiéap e de bulbos
de alhoin vitro, bem como os efeitos sobre a diferenciacdo de ema
que dao origem aos bulbilhos.

No capitulo Il foram determinadas as ralffes nos niveis
enddgenos de carboidratos sollveis e do &cidositisciurante o ciclo
de cultivo da planta, emmondi¢cbes de campo ia vitro, sendo nesta
Gltima, sob condigcbes ambientais variadas. O peksrvolvimento
dessas substancia no processo de inducédo da tadhidi também foi
discutido.

O capitulo IV apresenta uma nova técniedimipeza de virus,
desenvolvida a partir de um protocolo de criopresgio previamente
estabelecido neste trabalho. Foi realizada a camparda eficiéncia
deste novo método com os tradicionais métodosnagelia através da
avaliacdo da taxa de sobrevivéncia e da aplicagdotédnicas
moleculares e imunoenzimaticas de diagnose de.vkimgla neste
capitulo, paralelo ao desenvolvimento destas atildd, foi realizado
um estudo sobre alteracdes na estrutura e ulmatwast de tecidos e



31

células do meristema do alho causadas pela crmpegRo, e
estabelecida uma técnica de imunolocalizagcéo de ¢im alho, através
de ensaios imunocitoquimico-lmunogold.

Para cada capitulo mencionado, foi reddizauma revisao
atualizada dos temas abordados com o referenci@icde e as
informacdes cientificas disponiveis até o presenie,serdo descritas a
sequir.
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CAPITULO |

ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO ALHO ( Allium sativum L.)

1. Historia e Centros de Origem

O centro principal de origem @dlium sativumL. permaneceu
desconhecido por um longo periodo, embora seja @s@écie
amplamente cultivada desde as primeiras civilizagi® india, China,
Egito, Grécia e Roma, (Ernst, 2007; Brewster, 20@ primeiros
taxonomistas do alho, como Linnaeus (1753) e Do®27Ll
consideraram @. sativumcomo uma espécie mediterranica. Mais tarde,
os trabalhos de Regel (1887), De Candolle (188ayilsv (1951) e
Kazakova (1971) indicaram que a espécie era otigmalsia Central.
Vavilov (1951) propbs a area do Mediterraneo comm centro
secundario de origem. Mais recentemente, um nudepdantas férteis
de tipos primitivos foram descobertas por Etoh @)38Kotlinska et al.
(1991) nas montanhas da Asia Central, reforcaridpdiese de que esta
area foi o centro principal de origem do sativum Pooler (1991)
também sugeriu a Asia Central como centro de origmespécie
baseado na variabilidade encontrada entre plamtedtipas, estimada
por meio de marcadores bioquimicos e moleculares.

Em um estudo mais abrangente, Maal? &4{@4995) analisaram
300 clones de alho a partir de vérios locais ddicente euro-asiatico
por meio de marcadores moleculares, com o0 objalizose ter um
panorama integrado da estrutura do germoplasmdlliden spp.e da
sua domesticacdo. Assim, foi proposta uma suldivil® germoplasma
de alho em quatro grupos e um subgrugativum, ophioscorodon,
longicuspisgrupo subtropical e subgrupo pekinense (Figur® Drupo
longicuspisfoi considerado como o mais primitivo, do qualcagros
trés grupos foram derivados, e propuseram aindaoqueiposativum
foi domesticado na bacia do Mediterraneo, o groplioscorodoma
Europa Centro-Oriental e no Caucaso, e o grupacpibal na regido
que engloba a india, Vietnd, Mianmar (Birmania) alddia (MaaR &
Klaas, 1995).

Uma das razdes pelas quais o centraigeno deA. sativurnao
era claro é que as espécies progenitoras eramnthesidas, e a falta de
informacao sobre sitios de coleta (original) immktva a correlacao
dos agrupamentos com a origem geografica (Zhat,e2d1). Além
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disso, a presumivel regido de origem, a Asia Ceritiafechada para
pesquisadores estrangeiros por um longo periodidculthndo a
organizacao de coletas para estudos dessa natureza.

O alho teve, provavelmente, alta vdligde no centro primario
de evolugdo, mesmo antes da sua dispersédo aqesta regido. Depois
disso, a variacdo intraespecifica deve ter aumentad isolamento
provavelmente acelerou sua diversificacdo, presiori® assim que
reproducdo sexual tenha ocorrido fora do centroodgem. Dessa
forma, o alho apresenta hoje grande variacdo magssrmorfolégicos,
tais como: tamanho de bulbo, forma e cor, sabamgéncia, nUmero e
tamanho de bulbilho, arquitetura de bulbos, capaed de
florescimento, altura de plantas, tipo e numerdalleas (Zhao et al.,
2011).

________ : (Sl
QS
ophioscorodon
group =
< \ F""—-‘t longicuspis
) group

sativum group
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Figura 1 - Distribui¢cdo geografica no continente euro-asiatieo/arios grupos
de alho proposto por Maal3 e Klaas (1995).

As relagOes evolutivas entfe sativume seus parentes selvagens
tem sido pouco investigadas. Contudo, tem sidogstopque a espécie
selvagemA. longicuspi€ a progenitora d&. sativumvisto que as duas
espécies sdo similares em relacdo a morfologiddtipar e perfil de
isoenzimas, RAPD e AFLP, chegando a ser considgpadaalguns
autores como a mesma espécie (Etoh & Simon, 2@@X; & Simon,
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2003; Simom & Jenderek, 2003). O cruzamento ehtsativunmL. e A.
longicuspis produz hibridos férteis e vidveis, o que corrobpeaa
hipoteseque de esta Ultima ser a espécie ancestrglarente mais
préximo do atual alho comercial (Etoh & Simon, 2D02

2. Taxonomia e descri¢cdo morfoldgica

A maioria das espéciesAléum sao diploides (2n = 2x = 14, 16
ou 18). A poliploidia € menos comum, mas ocorraeentiriedades
botanicas cultivadas d& ampeloprasun2n = 4x = 32 ou 6x = 48)A.
schoenoprasun{2n = 4x = 32), A chinense(2n = 4x = 32) €A.
tuberosum(2n = 4x = 32), bem como em espécies selvagess;deno
A. babingtonii ou A. oreoprasum(ambos com 48 cromossomas)
(Jenderek, 1998). Ocorrem também espécies trigd@e = 3x = 24)
como emA. schoenoprasuimA. Chinense e A. trifoliatum Cyr. var.
Kollm estéril (Jones, 1990), e ambos os tripléidg®ntaploidess (2n =
5x = 40) emA. ampeloprasuniKollmann, 1971, 1972).

OA. sativumL. é uma espécie dipléide (2n = 16), da familia
Alliaceae, ordem Asparagales (Brewster, 2088%ativumé uma planta
herbacea com habito bulbosa, com haste esféricgndo atingir de
0,40 - 0,80 m de altura (Menezes Sobrinho, 1984siB& Mueller,
1999). Na haste, carrega um grande numero de falbas distintos
arranjos de arquitetura. Possui folhas lanceolaxes,o limbo medindo
de 0,20 a 0,50 m de comprimento. O pseudocaulerrdafio pelas
bainhas das folhas, as quais se implantam em uthe gegqueno e
achatado, situado na base do bulbo, denominado t&sal (Burba,
1983). Um bulbo de alho é formado por bulbilhos n{ds),
normalmente em numeros de 4 a 20, dependendo alcetigultivar,
rodeado por algumas tunicas (bainhas de folhas skeogue
correspondem a parte basal da folhagem da planta.

Botanicamente, um bulbilho € uma verséadlifitada de gemas
axilares, originadas na parte basal do interior fddisas (Pooler &
Simon, 1993). Na porcéo inferior do disco basa Biduado o sistema
radicular. As raizes formam um sistema radiculatipo fasciculado,
atingindo profundidades desde 10 até 50 cm (Men®absgnho, 1984).
As folhas emergem da parte superior do caule, ndoiale estreitas a
largas, podendo a superficie apresentar-se lis@mumaior cerosidade,
e o escapo floral, quando presente, tem sua ongeoentro do bulbo
(Jones & Mann, 1963).
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Alguns clones de alho tém uma tendépeia produzir escapo
floral. Enquanto outros perderam essa capaciddgensa apresentam
resposta intermediaria (pendoamento itermedidRaya os tipos com
presenca de pendao floral, o meristema apical dapesdiferencia
botdes florais intercalados com bulbilhos (Ipekakt 2005). Como
ocorre em cebola e em outras espécieddiem, as flores perfeitas de
A. sativumsdo compostas por 6 pétalas, 6 anteras e 3 l6calos2
Ovulos cada (Simon & Jenderek 2003), entretantuh EtSimon (2002)
apontam que, mesmo com a presenca do escapo dlorelioria das
cultivares deA. sativumndo podem desenvolver flores completamente
maduras.

3. Melhoramento e Recursos Genéticos

O método de melhoramento classico do alboy a utilizacdo de
cruzamentos para ampliar a variabilidade genéticabter novas
cultivares, tem sido limitado devido a naturezaradptiva dessa
hortalica (Brewester, 2008). A propagacdo do akm tsido feita
assexuadamente por meio de bulbilhos retiradosada da planta, ou
por bulbilhos aéreos das inflorescéncias.

Diversos mecanismos tém sido propostos para exkplica
esterilidade enmA. sativum,entre eles estdo: a degeneragdo de 6rgdos
florais por ndo conseguirem competir com o rapiesedvolvimento de
bulbilhos vegetativos aéreos; a degeneracdo dedspioros antes da
mitose (Kenel et al., 2010); a existéncia de dogdegenerativas, como
as causadas por virus e micoplasmas, interferindeproducao sexual
(Jenderek & Hannan, 2004); as anomalias morfol&géceontradas nas
flores de alho que ocorreram associadas a esaeldiEtoh & Ogura,
1977) e a produgdo de gametas balanceados quia sstado reduzida
significativamente devido ao acumulo de aberragifemnossémicas,
como aneuploidia, translocacéo e/ou inversdes, dafdto da espécie
ter sido propagada assexuadamente por muitas gsrg€oler &
Simon 1993).

Vérias tentativas foram realizadas para o melhongondo alho
através de cruzamentos interespecificos (Kononk®s3; Etoh, 1980,
1985; Kotlinska et al., 1991; Sugimoto et al., 19Pdboler & Simon,
1993; Etoh & Simon, 2002; Simon & Jenderek, 2003)or meio de
transformacdo genética, através de bombardeamemtgadticulas
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(Sawahel, 2002) e por transferéncia de genes nwdipdr
AgrobacteriumtumefaciengKondo et al., 2000; Kenel et al., 2010).

A oportunidade de produzir hibridos iegpecificos entre\.
sativum e outras espécies tornou-se viavel com a deseobertlones
de alho férteis, porém, na maioria das tentatif@isidentificado um
elevado nivel de esterilidade nos hibridos obtidesdo sua utilidade
limitada devido a falta de producdo de semente®I¢P& Simon,
1993). Entre os trabalhos ja realizados, em méglla,a 90% das
sementes produzidas eram constituidas apenas dotu@os, sem
embrido ou endosperma. A metade das plantulas espass-se
vigorosas, porém, sofreram anormalidades durartesenvolvimento,
morrendo ainda no estagio inicial (Simon & Jende@003). Apesar
das dificuldades encontradas, a constatacdo dangeesle polen viavel
em hibridos de alho, mesmo que em pequena quamfidexhnta a
possibilidade de introgressdo de parte do genoniee esspécies
(Sugimoto et al., 1991; Etoh & Simon, 2002).

No caso da transformacéo genética, apglesaer uma ferramenta
em potencial para o melhoramento, ndo se mostropless para alho.
Um ndmero limitado de calos embriogénicos atingido,genoma
extremamente grande e a presenca forte de nucleawigenas
parecem afetar a sua transformacgéo e sistemageleeracéo (Kenel et
al., 2010).

O desenvolvimento bem sucedido de umgrproa de
melhoramento para alho, através da reproducdo Isereguer a
utilizacdo de uma grande diversidade genética, ooma centro de
origem. O mapa de distribuicdo @dlium spp.sugere que as regides
mais adequadas para a coleta estaria nas montdafaonas centrais
da Asia, consideradas o habitat natural de um gram@mero de
espécies, incluindA. longicuspis.

Apesar da plasticidade fenotipica apresien pela espécid.
sativum no Brasil se cultivam basicamente dois gruposulevares de
alhos: “comuns”, formado por cultivares de cicleqoce (120 a 149
dias), e “nobres”, formado por cultivares de citdodio (150 a 180
dias), do plantio a colheita dos bulbos, variandofarme a cultivar
utilizada (Burba, 1983; Menezes Sobrinho, 1984;sBi& Mueller,
1999). A classificacéo das cultivares de alho, tuan ciclo de cultivo,
é determinada por multiplas condi¢des edafocliraate de fotoperiodo,
causadas principalmente pelas diferencas de relé@atgude.

As cultivares de ciclo tardio, alvo degente estudo, de maior
valor comercial no mercado brasileiro, superam erodygédo e
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qualidade as de ciclo precoce, porém, sdo repednipor um grupo
reduzido de cultivares, geneticamente muito semadsa(Vieira &

Nodari, 2007). S&o caracterizadas por produzirefhosuuniformes,

com numero de bulbilhos por bulbo variando entre 85, e por
apresentarem a coloragéo roxa intensa dos bulbitbsilindo ai o fato
de terem uma boa aceitacdo no mercado consumidi@rn@® “nobre”

vem destes aspectos, porém, nem todo alho tanmigtelidades para
ser classificado como nobre.

4. Crescimento e desenvolvimento

O clima, em particular a temperatura eotogderiodo, tem sido
descrito como fator limitante & cultura do alhondicionando o seu
cultivo em funcéo das condi¢des locais (Filgueli292). Embora haja
diferenca nas condi¢c6es ambientais 6timas parawaddos grupos de
cultivares citados, podemos generalizar dizendg gas regibes do
Brasil onde se cultivam o alho, os plantios sadizsdos durante o
outono e o inicio do inverno, e a colheita realizvagsde o inicio da
primavera até o més de dezembro, de acordo comidore cultivares
consideradas.

Para as cultivares do grupo nobre, a emei@édo bulbilho-
semente e o desenvolvimento inicial sdo benefisigols temperaturas
amenas (Garcia, 1984), e o estimulo para bulb#icagquer baixas
temperaturas seguido de dias longos, enquanto guiase final de
desenvolvimento e maturacdo do bulbo, temperatorais elevadas
(Burba, 1983; Biasi & Mueller, 1999). No Sul do Bifatais condi¢cdes
séo satisfeitas quando o plantio é efetuado enfiimab do outono e
inicio do inverno. Sob condicdes de fotoperiodogpne/ou de
temperaturas baixas insuficientes, ocorre cresdongagetativo sem
haver formacéo normal de bulbos e bulbilhos (BSaslueller, 1999).

O cultivo do alho apresenta uma primefegp@ de crescimento, na
gual os processos metabdlicos e fisioldgicos datplestdo orientados a
formar o sistema radicular e as folhas (Pooler &ndsi, 1993).
Normalmente, para as cultivares nobres plantad&uhdo Brasil, esta
etapa se evidencia durante o inverno, mais preeis@rdurante 0 més
de julho até meados de setembro. Neste periodbandesenvolvimento
de bulbo e bulbilhos.

A emissdo de raizes da base do bulb#nweste é uma das
primeiras manifestagcbes de crescimento logo apdsplantio.
Paralelamente, ocorre o crescimento da folha ddadfio e os
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primérdios de folhas contidas nas gemas localizaddsterior da folha

de armazenamento do bulbilho-semente (Burba, 188@8)imeira etapa

de crescimento da planta é dependente das sulastdit@radas pela
folha de armazenamento, estando, portanto, o orestd nas primeiras
semanas diretamente relacionado com a diminuicdpedo seco da
semente. O aporte de reservas por parte da sesgemantém durante o
periodo inicial de crecimento da planta e aindansatém por algum

tempo, quando as plantas ja se encontram realiZatuisintese.

Nas condigbes ambientais prevalentesregifes de cultivo de
alho “nobre”, a etapa de crescimento vegetativeeakza em condicdes
de dias curtos (11 a 12 horas de luz natural) eteamperaturas baixas e
em elevacdo. Os fatores que afetam o desenvoharermturacdo da
area foliar e das raizes tem uma influéncia dexisty rendimento final
do cultivo, pois, segundo Burba & Galmarini (199¥ esta fase que se
da a formacgéo do aparato fotossintético da pldsea vez induzida a
bulbificacéo, para que ocorra o crescimento doduoibbase da planta é
necessario temperatura entre 17 éC26Menezes Sobrinho, 1997 e
Biasi & Mueller, 1999), sendo que temperaturas riofes a 8C
retardam o processo e superiores 28 inibem (Burba, 1983). Na
Figura 2 é apresentado um resumo das etapas f@asddp planta do
alho, com fotoperiodo e valores médios mensaismedraturas diurnas
e noturnas dos Ultimos oito anos, de acordo coma catdpa do
desenvolvimento.

4.1. Bulbificacdo

O hébito de crescimento em forma de buwibofere ao alho os
beneficios da reproducéo vegetativa, pelo deseimehto de inUmeros
bulbilhos formados na base da planta. Trabalhokzadas para o
estudo da fisiologia do desenvolvimento de plabtdbosas do género
Allium sdo relativamente numerosos (Zing, 1963; Srivasté&va
Adhikari, 1969, Shah & Kothari, 1973; Arguello ét, 4983; Pooler &
Simon, 1993; Burba & Galmarini, 1997; Resende & ZQu2000;
Oliveira et al., 2004). Entretanto, sédo raros eskdos os trabalhos de
pesquisa realizados com. sativum dando énfase aos aspectos
fisiolégicos da bulbificacdo, detalhes da estrugesal e da anatomia
interna do bulbo e de substancias envolvidas nfosoeacdo. Sobre tais
abordagens destacam-se os trabalhos de Mann (1), & Kothari
(1973) e Arguello et al. (1983 e 1986).
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&

Temperatura 11,9 135 14,7 17,1 18,8 20,3
) )
Noite
10,1 11,3 12,3 14,1 15,9 14,9
Fotoperiodo (h) 11,0 11,4 11,9 12,5 12,9 13,1
AGO SET 15/09 a 10/10 out Nov DEZ
Plantio (29/06) (Diferenciacéo) (Colheita)
Crescimento vegetativo Cresc. do bulbo
(29/07 a 30/09) (a partir de 01/10)

Figura 2 - Etapas fenoldgicas do alho cv “Jonas”, do ptaaticolheita (junho a
dezembro), temperatura média mensal (diurna e motwe fotoperiodo, de acordo
com a fase de crescimento da plartaemergéncia dos bulbilhos-sementBsC:
crescimento vegetativd): periodo de diferenciaca&: crescimento do bulbds:
maturacdo;G: bulbilho sementeH: seccdo longitudinal do bulbilho semente;
secgdo transversal da base da planta aos 35 dés @pplantio;J: secgéo
longitudinal da base da planta aos 60 dias apésamtig, K, L e M: secgdes
transversais do bulbo em diferentes fases do deb@mento. Dados de temperatura
foram coletados na Estagdo meteorol6gica automdticapagri/EE de Cacgador no
periodo de 2004 a 2011. Os valores de fotoperiadant estimados segundo
metodologia descrita por Espinola Sobrinho (2003).

A bulbificacdo, em termos gerais, segudéfinicao de Resende
et al. (1995), é o processo fisiolégico pelo quahisecédo do caule sofre
mudancas bioquimicas e morfolégicas para se tounarérgdo de
armazenamento. Do ponto de vista morfologico, engira etapa da
bulbificacdo em alho consiste na diferenciacéodli@as meristematicas
em gemas vegetativas na insercdo de folhas jovesendolvidas a
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partir do meristema apical, na face superior doadisasal, que mais
tarde se transformam em bulbilhos (Pooler & Sini®@93).

Essa transformacéo, induzida pelo friaii 1952; Srivastava &
Adhikari, 1969; Shah & Kothari 1973; Burba & Galnmayr 1997), pode
estar relacionada com mudancas de balancos hosnemadgenos que
resultam na mudanca de rota dos meristemas dewvibgerento de
folhas expandidas para folhas de reserva (futunisilbos ou dentes)
onde serdo acumulados os fotoassimilados produzidds planta
(Arguello et al., 1983 e 1986). De acordo com Bugbdsalmarini
(1997), essa transformacdo inclui também a produgéovarios
primérdios de folhas a partir da gema diferenciagl@aule: o primeiro
primérdio origina a folha de protecéo do futurolilblo e o segundo
dara lugar a folha de armazenamento. O primérdjaiste daréd origem
a folha de brotacdo com dois a trés primérdiosafes envolvendo o
meristema apical. O restante dos primoérdios daigemr as futuras
folhas expandidas da planta.

Quando a planta ndo encontra condic@dseatais favoraveis,
ocorre um processo de intumescimento na regide enpiseudocaule e
o disco basal, pelo acimulo de reservas na basbaiasas foliares,
resultando na formacdo de um pseudobulbo. Sup@aesesse processo
seja semelhante ao que ocorre na formacdo de bdikosebola e
shallot. De acordo com Abbey & Fordhan (1998), aestspécies, a
formacgéo do 6rgdo de armazenamento ocorre em taspoestimulo
do fotoperiodo, porém, a inducédo do seu desenvehitionnédo envolve a
divisdo celular. O processo inicia com o alongamenéntumecimento
das bainhas das folhas, provavelmente devido ane#ipale células (De
Mason, 1990 e Brewster, 1994).

Uma ou mais gemas podem desenvolverase axilas das
primeiras folhas de alho, no inicio do periodo aescimento da planta,
porém, segundo Mann (1952), a tranformacdo dessasag em
bulbilhos n&o ocorre. Essas folhas foram refermasShah & Kothari
(2973) como "“folhas ndo dentes”. Esses autores\arsen ainda que,
somente as folhas produzidas ap6s o oitavo plastocapresentam
gemas com capacidade para originar bulbilhos, @aedssam referidas
como "folhas dentes”. Shah & Kothari (1973) reabza seu trabalho
utilizando variedades de alho procedentes da AsiEumepa, e nele
relatam que, em geral, um bulbo de alho pode debenvde 8 a 12
folhas ndo dentes, metade das quais secam preatteeseguido de 5 a
8 folhas dente (folhas que formam bulbilhos nass smdlas). Estes
autores afirmam, entretanto, que folhas com ou aepresenca de
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bulbilhos na sua base, sdo semelhantes em modologi
desenvolvimento.

Conforme relatado anteriormente um blatbfiormado a partir de
uma gema axilar dormente, contém um meristema lapaeado por
trés folhas modificadas - uma fina folha periféraba prote¢cdo, uma
folna de armazenamento (ou de reserva), e uma tihharotagio. E
uma organizagdo morfolégica bastante simples, nigisléfgica e
bioquimicamente complexa (Pooler & Simon, 1993). Ngura 3 é
apresentada com detalhes a estrutura de um butsllatho maduro.

Figura 3 - Estrutura do bulbilho de alhé, aspecto geral do bulbilho inteiro.
B, seccéo transversal do bulbilho indicando detatteegstrutura interna; fp:
folha de protecéo; fr: folha de reserva; fb: folda brotacdo.C, seccéo
longitudinal do bulbilho indicando a posi¢éo do istema apical (ma) envolto
pela bainha da folha de brotacad, folha de brotacdo com primdrdios
desenvolvidos (setas). Barras: A e E = 0,5 cne, B= 1 cm. Cagador, SC,
2011.

A folha de protecéo do bulbilho apresenta uma sigierdura
lignificada, sendo uma barreira a penetracdo dgapr& doencgas, e
abrange a folha de reserva que constitui a mai@épado bulbilho. No
bulbilho de alho, quase todo o suprimento de raseajue sera
consumido durante o processo de crescimento iréca@imazenado em
uma unica folha, a folha de reserva. Como indiczadé-igura 3B, esta
folha ocupa aproximadamente 90% do tamanho totabudbilho, é
extremamente modificada na forma, bem como em turi€@ consiste
guase que inteiramente de bainha, € tubular emafoamenvolve o
desenvolvimento da folhagem da planta. No entast@, atividade
funcional apés o plantio é diminuida na medida em® sfo esgotadas
suas reservas, posteriormente ocorrendo 0 seu empoénto. Isto
ocorre normalmente de 5 a 7 semanas apdés o pldaefi@ndendo do
tamanho do bulbilho-semente, que define a quardidadeservas.
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A folha de brotacéo (Figuras 3B e 3D) ¢siesde uma bainha que
rodeia completamente os primérdios funcionais queolgem o
meristema apical, sendo caracterizada por teciddsengamente
vacuolizados que isolam fisiologicamente o meristeconseguindo,
assim, com que mantenha sua potencialidade moétger(Pooler &
Simon, 1993).

Em cultivares de alho do grupo “nobre’iniwio da bulbificacédo
pode ser visualizado ap6s 12 a 15 semanas doqlaefpendendo da
cultivar utilizada e do clima. No entanto, paradeviciar o inicio do
processo com maior precisdo, ou seja, a diferchuiage células e a
formacgéo de gemas nas axilas de folhas seriams#&@msestudos mais
detalhados sobre a histodiferenciacdo em bulbos. tEabalho
disponivel na literatura abordando este contextah® Kothari (1973)
observaram em microscopia de luz uma ligeira pamezpncava, como
uma gema propriamente dita, na axila de um primdfdiiar. Esta
protuberancia, segundo os autores, desenvolvegdoda repetidas
divisdes periclinais e anticlinais e que, durantmioio, a posi¢cdo da
gema no meristema é lateral, posicionando-se male para a axila da
folha.

A gema de um meristema se transformatadivente em um
bulbilho, ou pode aumentar e tornar-se um comptExgemas (gemas
acessorios) dando origem a varios dentes, processmminado
agronomicamente de superbrotacdo (Burba, 1983 3).1886 entanto, a
ocorréncia da origem de desenvolvimento de um os mabilho por
gema poderd ser verificado somente apds a formdeddolha de
protecao.

No presente trabalho, para efeito de @vagéo, descreveram-se
aspectos morfologicos de bulbos de alho represestaios dois grupos
de cultivares plantadas no Brasil (Figura 4). Passe objetivo,
realizaram-se contagens de folhas expandidas entaplados dois
grupos de cultivares de alho para a identificagéio@mero de folhas
com presenca e auséncia de gemas de bulbilhosanasilas.
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Figura 4 - Estrutura de bulbos de alho do grupo comAnaF) e do grupo nobre

(G alL). Aspectos gerais de uma cultivar de alho do gaguoum A aC) e do
grupo nobre@ al). Presenca de haste floral sdo idicadaean por seta preta.

D eJ, seccdo transversal do bulbo mostrando a mor@ldgs bulbilhos (dentes).

F eL, projecdes do caule onde os bulbilhos estavanopmsmerados na ordem
do agrupamento dos dentes na base da folha, agmftlha mais externa. (todos
os bulbilhos comum a uma mesma folha recebeu o mesmero) E e K, uma
projecdo da imagem de e J, respectivamente, mostrando a folhagem ao redor
dos grupos de bulbilhos. Barras: A, B, C, D, G,IH] (1 cm); F, L (0,3 cm).
Cacador, SC, 2011.
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O trabalho foi realizado durante o ciclo de deskfvento de
plantas dos dois grupos cultivadas na area da HEpsgcao
Experimental de Cacador. A contagem deu-se a pdatibainha da
primeira folha emergida do interior da folha deerga do bulbilho-
semente, até a Ultima folha desenvolvida, inicisdmo plantio até a 8
semana, ocasido em que a planta encontra-se toteloesenvolvida. A
contagem procedeu-se a cada semana, amostrancésgglantas por
época. O numero total de folhas e o nimero de dodju@ produziram
bulbilhos em suas axilas foram calculados pela anédis contagens
reaslizadas durante o periodo de coleta.

Neste estudo, optou-se por designar fdirdsis e folhas estéreis,
aguelas que produzem ou ndo gemas de bulbilhosuas Isases,
respectivamente. Constatou-se q@e maioria das caracteristicas
morfolégicas de bulbos de alho cultivados no Brdsierge dos alhos
cultivados em outras regides do mundo. Particulatepenas cultivares
do grupo “nobre” utilizadas no Brasil, o processdf@macédo de bulbo
difere das cultivares de alho avaliadas em doisdest anteriores por
Mann (1952) e Shah & Kothari (1973). No preserdbatho, observou-
se que um tipico bulbo de alho “nobre” apresentaacee 9 folhas
estéreis, das quais, metade sdo perdidas durantoale crescimento
da planta e pela manipulagdo do bulbo colhido, @& dalhas férteis,
com o desenvolvimento de 8 a 14 bulbilhos por b(#gura 4 J,K,L).

Mann (1952) constatou a presenca de 6falh@s férteis nas
cultivares de alho precoces e tardias procedeptes/drsas regides dos
Estados Unidos da América do Norte, sendo que ckraaetade delas
continha 2 ou 3 bulbilhos cada. Entretanto, no spieefere a forma de
distribuicdo dos bulbilhos no bulbo, foram deteatademelhancas entre
as cultivares do grupo comum do Brasil e as @iy precoces
avaliadas pelos respectivos autores.

As diferencas relacionadas a formacdoutieo entre as cultivares
comuns e nobres plantadas no Brasil sdo evide@ssprincipais
aspectos morfogenéticos de importancia na origatasenvolvimento
do bulbilho de alho detectados nos dois gruposultéevares séo: (a)
auséncia de inducdo de gemas axilares (dente)pnragiras folhas
expandidas, cerca de 9 folhas em cultivares nobrese 12 folhas em
cultivares comuns, (b) desenvolvimento de apenas @nihas férteis
nas cultivares nobres, com desenvolvimento de ge&nias por folha, e
de 3 a 4 folhas férteis em cultivares de alho comuwom
desenvolvimento de 3 a 6 gemas por folha, e (®csp morfoldgicos
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do bulbo distintos sdo observados entre os grupmscudtivares
analisados.

O envolvimento de fatores hormonais najanizacdo do
meristema axilar estd implicado, como a estimulat@dormacéo de
gemas pela presenca de citocinina, reportada mgprefo et al. (1983 e
1986). Até que ponto o inicio do meristema do debtdbilho) é
dependente do estimulo do fotoperiodo e sua rezmd@oa funcdo de
reguladores de crescimento, se houver, deve sesriggmtalmente
investigada. Como o surgimento de gemas de butb#ého cultivares de
alho do grupo nobre se deu a partir do oitavo @tasho e diminuiu no
Gltimo, o equilibrio de qualquer sistema hormonak cqdesencadeia
variadas situacdes morfogenéticas parece seriigo pelos estagios
de desenvolvimento da planta, duracdo do dia pemtura.

4.2. Desenvolvimento de dorméncia

Até o inicio da década de 1980, os psesguires da cultura de
alho no Brasil ndo consideravam em seus trabalhdsrméncia dos
bulbos como um pardmetro importante (Ferreira gt 18186), e os
resultados se limitavam as fases vegetativas atéducao comercial.
Entretanto, a cultura passa por sucessivas cordifi§imlogicas e
culturais (Figura 5), sendo que as mudancas queemcaio bulbilho
durante a bulbificagdo, a senescéncia e também ntdura
armazenamento, sdo acentuadamente influenciadas pehndicbes
ambientais. A aplicacdo de temperaturas baixas,peplantio dos
bulbilhos, pode modificar o balangco a favor dosoHiarménios
promotores de crescimento (auxinas, citocininagerglinas) e contra
os inibidores (acido abscisico e/ou compostos imados) levando o
bulbilho & brotagdo precoce (Rakhimbaev & Solomit280; Braz et
al., 1997). A biossintese de giberelinas, por exempode ser
fortemente regulada por fatores ambientais, commpériodo e
temperatura, os quais podem alterar os niveislialinas biotivas por
afetarem passos especificos da rota biossinté@Geeerfa, 2004). O
efeito do frio em pré-plantio serviria entdo deilgatpara modificar
balancos hormonais.

Um conceito generalizado define a dorneido alho como o
estado no qual o crescimento da folha de brotacionporariamente
suspenso, ndo podendo ser definida como repousy, aopratica, se
manifesta como um processo dindmico de mudanctas/egraduais e
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permanentes (Arguello et al., 1986). Nos bulbosil#rculos, assim
como nas sementes, a dorméncia é decorrente deciies entre
substancias promotoras e inibidoras do cresciméhtomas, 1981;
Sato et al., 2001), sendo que o papel exato deste®nios ndo € ainda
bem definido (Xu et al., 2006).

O controle do equilibrio entre substangiesmotoras e inibidoras
do crescimento é altamente complexo (El Motaz Bi#aal., 1971). De
acordo com Xu et al. (2006), substancias localizagilam diferentes
tecidos, associadas a diferentes sistemas do bdé®rminam o
comportamento altamente especifico, o que tem ¢evaulitos
pesquisadores a confundirem esses comportameotns,sendo causas
distintas de dorméncia. Luckwill (1952), citado ponen (1968), foi o
primeiro a lancar a teoria unificadora da dorméregglobando todas as
possiveis causas como diferentes facetas de umarsisiema.

A dorméncia em alho pode ser dividida eés testagios: pré-
dorméncia, dorméncia propriamente dita e pds-docmgéncomo
ilustrado no diagrama da Figura 5.
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Figura 5 — Diagrama das etapas culturais e da fisiologiplatata
do alho, adaptado de Ferreira et al. (1986).

O primeiro estagio fisiolégico da dorméncia € colafiio
fundamentalmente por fatores externos e os relad@mcom as Ultimas
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etapas do cultivo antes da colheita; o segundwiéa@exclusivamente a
fatores internos, e o terceiro estagio, a pés-daciaé novamente é
controlada pelas condi¢cdes ambientais externasnthieate (Ferreira et
al., 1986).

A duracdo da dorméncia pode ser mais owsmga, variando
com a cultivar ou clone, com as condi¢cdes ambiemaicrescimento,
com as temperaturas de armazenamento, com o tardanbwalbilho e
sua posicéo no bulbo e com todos os fatores quanafe senescéncia
do bulbo mée (Carvalho et al., 1980). De acordo &urba (1983),
existe uma correlacdo entre a duracdo do perioddodeéncia e os
requerimentos de frio e de comprimento de dia pafarmacédo do
bulbo. De fato, tem se verificado a campo quejvarks de dorméncia
curta, como € o caso de cultivares pertencentegrapo precoce
(comum), possui baixo requerimento, ocorrendo cermsy com as
cultivares do grupo tardio (nobre), de dorméncwqgmgada.

4.3. Vernalizagao

Por dependéncia, principalmente, de &ratpras apropriadas
para o desenvolvimento do bulbo, as cultivares i@ ao grupo
“nobre” tém seu cultivo normal dificultado em vé&rigegides do Brasil,
inclusive nas regides mais quentes. No entantdpsv&@studos tém
mostrado que, a exposi¢do dos bulbilhos a tempagate zero a G
em camaras frigorificas, pratica denominada de alieatdo, por
periodos que podem variar de 30 a 60 dias, depdadmregido onde
se pretende produzir, substitui a principal exiggradimatica dessa
espécie, estimulando a bulbificacdo e viabilizamd@ultivo dessas
cultivares em regifes com condi¢Bes climaticas adge (Aoba &
Takagi, 1971; Carvalho et al., 1980; Ferreira et 8986; Biasi &
Mueller, 1999; Yuri et al., 2005).

Entre os primeiros trabalhos que citamso da vernalizacdo de
bulbilhos de alho no pré-plantio, Mann (1952) obserque bulbilhos
armazenados a temperatura de 5 8C1Pproduziram plantas com
crescimento inicial mais rapido e que para alguémexas de plantio, o
armazenamento a temperatura de 0CGafbde acelerar a senescéncia da
planta. Aoba & Takagi (1971) verificaram que planpgovenientes de
bulbilhos frigorificados a temperatura de 5 @Q%or 20 a 30 dias,
apresentavam bulbificacdo antecipada, sendo taaitr m efeito quanto
menor a temperatura e maior o tempo de tratamé&ub. condigbes
semelhantes, Carvalho et al. (1980), observaraniugém de bulbos de
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peso médio inferior aos obtidos nos tratamentosfagorificacdo com
a cultivar “Amarante”.

Normalmente, plantas provenientes de ilbolysementes néo
vernalizados, s6 bulbificam quando recebem  condi¢Be
fototermoperiddicas adequadas, ao passo que, pland&enientes de
bulbilhos vernalizados no pré-plantio iniciam ogesso de bulbificacdo
mais rapidamente sob temperaturas elevadas doafu&éemiperaturas
baixas. Esse comportamento, segundo Burba (1988gres que no
processo de bulbificagéo existiriam duas etapas: indutiva, na qual o
frio e/ou os dias longos seriam fatores impresueiidi (efeito
gualitativo) - jA que a acdo de pelo menos um dmdefaz obrigatéria
para que a bulbificacdo se manifeste - e outraagérfica, em que as
condicdes fototermoperioddicas sé sao capazes ddicaoc velocidade
do processo (efeito quantitativo). A primeira etapaa favorecida por
temperaturas baixas e/ou dias longos e a seguodgemperaturas altas
e/ou dias longos.

Como regra geral, tem sido consideradq paea que ocorra a
inducdo do processo de bulbificagdo nas cultivaesalho “nobre”
plantadas no Brasil, € necessario um periodo denfyiprimeiro terco
do ciclo de cultura (pelo menos um més) para quéardorméncia de
meristemas localizados na insergéo de primordiisrés sobre o caule
da planta, e um fotoperiodo de dias longos na setpué Na regido do
planalto catarinense foi observado que as tempeamtdtimas para
induzir a bulbificacdo em alho nobre estdo entee1¥C, e a duragio
do periodo varia com a temperatura e a cultivatecgpando a
bulbificagdo na medida em que se aumenta 0 tempexp@asicdo da
planta a baixa temperatura (Mueller et al., 2005).

5. Aspecto fitossanitario na cultura do alho

5.1. Complexo viral do alho

Depois dos fungos, 0os agentes virais dastese como problemas
fotossanitarios da cultura do alho, em razao dicgerfes mecanismos
de disseminac¢do, via bulbilhos-semente e/ou porosca insetos,
principalmente  afideos, e sendo uma espécie prdpaga
vegetativamente, favorece o acumulo de virus. Cefieito da infeccéo,

a planta de alho geralmente apresenta-se com rdesenvolvimento,
caracteristica do baixo vigor vegetativo com a ¢éduno tamanho da
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planta, menor peso dos bulbos e bulbilhos prodszideduzindo a
longevidade dos bulbos armazenados (Resende £99%).

Os virus de alho encontram-se distribuidas trés géneros:
Potyvirus Carlavirus e Allexivirus (Dovas et al., 2001; Fajardo et al.,
2001; Shiboleth et al., 2001; Conci et al., 2008ptet al., 2002; Takaki
et al, 2005; Melo Filho et al., 2006). A Tabela 1 apresamn resumo
das espécies ja caracterizadas no mundo e seestiesp vetores.

Tabela 1. Principais espécies de virus encontradas asseciadaltura do
alho, géneros correspondentes e seu grupo vetor.

Espécie Acrbnimo  Género Vetor
Leek yellow stripe virus LYSV Potyvirus  afideos
Onion yellow dwarf virus oYDV Potyvirus  afideos
Garlic common latent virus GCLV Carlavirus  afideos
Garlic mosaic virus GarMV Carlavirus  afideos
Garlic mite-borne filamentous Gar Allexivirus  acaros
virus MbFV

Garlic virus A GarV- A Allexivirus  acaros
Garlic virus B GarV-B Allexivirus  acaros
Garlic virus C GarV-C Allexivirus  acaros
Garlic virus D GarV-D  Allexivirus acaros
Garlic virus E GarV- E Allexivirus  acaros
Garlic virus X GarV- X Allexivirus  acaros
Shallot virus X Shv- X Allexivirus  acaros

Garlic mite-borne latent virus GarMbLV  Allexivirus  acaros
Onion mite-borne latent virus OMbLV Allexivirus  &caros
Shallot mite-borne latent virus ShMbLVY  Allexivirus  acaros

Fonte Adams et al. (2004), ICTVdb (2010), Plant ViruSesjuences (2010).

O plantio de cultivares de alho infeceadsor viroses parece
constituir regra geral nos campos de cultura dascipais regides
produtoras do Brasil. Dusi et al. (1994), em lesam@nto através de
microscopia eletrénica imunoespecifica com decaragd@ particulas
virais, avaliaram grande numero de amostras de @lbeenientes de
regibes produtoras dos Estados de Minas Gerai$itBspanto, Ceara,
Goias, Distrito Federal e Santa Catarina. Todaanasstras analisadas
encontravam-se infectadas por pelo menos dois dmdrog virus
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testados. ORotyvirusOnion yellow dwarf virugOYDV) e Leek yellow
stripe virus (LYSV), e o Carlavirus Garlic common latent virus
(GCLV) foram detectados em 76%, 56% e 64% das aamst
respectivamente. Sementes de cultivares de alharéhoprovenientes
das regides produtoras de Santa Catarina, foramsteadas para
incidéncia de viroses por Pavan et al. (1989).<atdores observaram
que 100% das amostras estavam infectadas com pelasnam virus, o
LYSV. Em estudo mais recente, Fayad-André (20103 fen
levantamento da ocorréncia das espécies do compiedoem cinco
regibes produtoras de alho no Brasil. De modo gemslPotyvirus
OYDV e LYSV foram prevalentes em quatro regideglusive na
regido produtora de alho “nobre” no Sul do Brasil.

Em folhas de alho é facil observar estdascor verde claro ou
amarelo, e esta sintomatologia é conhecida comadivo do alho”
(Melo Filho et al., 2004), como ilustrado na FigéraEla é provocada
por um conjunto de virus de caracteristicas magfols e biol6gicas
muito semelhantes, entre os quais,PagyvirusOYDV e LYSV e o
Carlavirus GCLV, transmitidos por afideos, principalmente afgpes,
(Silva et. al., 2002). Complexos de virus como gstietectados em
alho, ndo ocasionam a morte das plantas e convieamela de forma
cronica, perpetuando-se através de distintos cidosultivo, ajudado
pela natureza agamica da espécie (Gama & Avile8)199

. 7
Figura 6. Plantas de alho cultivar ‘Jonas’ livre de virdg €
apresentando sintomas do complexo “mosaico dd &Bjo
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Siqueira et al. (1996) hipotetizaram @usuperioridade do alho
sadio frente ao infectado e sua capacidade deecg@d parecem
depender do “background” genético de cada matekiada segundo
estes autores, provavelmente, ao longo dos ana§oosofreu selecéo
no sentido de estabelecer mecanismos genéticomlédisos e
bioguimicos de equilibrio entre as viroses e a @epde maneira a
assegurar sua sobrevivéncia. Os individuos suscetiweriam
gradativamente eliminados, mantendo-se somentdesgquem algum
nivel de tolerdncia. Dessa forma, o alho perdete e seu potencial
produtivo pela convivéncia necessaria com os patigyeistémicos,
havendo diferentes respostas de acordo com o “bmakg’ genético de
clones existentes.

As diferentes viroses do alho podem iirdgintomas foliares
semelhantes ou, ainda, serem assintomaticas. frasa, 0s sintomas
pouco auxiliam na identificagdo dos virus, sengdotgmto, necessarios a
diagnose através de técnicas sorologicas e/ou ulates, e estudos
comparativos do crescimento e producao entre [@atiddas através de
cultura de meristemas e pelo sistema convenci@aal fornecer um
diagndstico mais preciso dos danos causados pglos Wo Brasil, a
plena produtividade das cultivares de alho aindastonhecida, ja que
dados referentes a recuperacéo de plantas liwgukee a avaliacdo da
produtividade ainda sdo escassos.

5.2. Infeccéo de plantas por virus

A infeccdo sistémica de plantas por vieasolve trés etapas:
replicacdo viral na célula inicialmente infectadagvimento célula a
célula (curta distancia) e movimento sistémico dkndistancia),
geralmente através do floema (Zerbini et al., 20&hh todas essas
etapas, as proteinas codificadas pelos virus deweenagir com
proteinas do hospedeiro, a fim de executar suaHésne permitir o
sucesso da infecgéo viral (Deon et al., 1992).

A capacidade de determinada proteinal \iinkeragir com
proteinas de determinada espécie vegetal é unattoes determinantes
da gama de hospedeiros de um virus, entretantaaetayas interacdes
de proteinas do hospedeiro com as replicases yieaezem ser pouco
especificas (Kitajima, 1969), o oposto ocorre com iateracoes
envolvendo proteinas virais responsaveis pelo mavim

Segundo Deon et al. (1992), essa obs&ov&c decorrente de
estudos de replicacdo viral em protoplastos, quasalmbserva que
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muitos fitovirus sdo normalmente capazes de siae@m protoplastos
de espécies de plantas que ndo permitem o estiabefeo de infeccao
sistémica. Dessa forma, ainda de acordo com oseaipode-se supor
gue a restricdo ao movimento, e ndo a replicacabdeterminar o
sucesso ou o fracasso da infeccao de determinpdaiesle planta por
determinado fitovirus. Zerbini et al. (2001) retata que esse fato
demonstra a importancia do estudo dos processoslveios no
movimento célula a célula e a longa distancia twifius, pois novas
formas de controle de doencas virais podem surgiroporcdo que
esses processos sejam elucidados.

5.3. Diagnose

Quando comparado a outros tipos de patégenosruassdao bem
mais dificeis de serem diagnosticados, por uma s#i motivos. O
principal deles esta relacionado com a concentrdeduarticulas virais
no tecido vegetal, que geralmente varia de acooio ¢ estagio de
desenvolvimento da planta, exigindo o emprego deodoné de alta
sensibilidade (Fajardo, 2001). Desse modo, a esaithmétodo a ser
empregado para diagnose dos virus depende de umeadeéfatores,
como o nimero de amostras a ser analisado, a dsfiratura do
laboratdrio que ir4 processar as analises e, pdhmente, o tipo de
virus e sua provavel concentracdo (Conci, 1997).aberdo com
Daniels (1977), é aconselhado combinar a maior cd&peade,
sensibilidade e confiabilidade com a facilidadeseleealizar as analises.

Até os anos 80, as opcdes de escoltdiagmose de virus em
plantas eram bastante limitadas, e tinham comoduétais sofisticado
0 sorolégico ELISA (Barrocas et al., 2009) que desenvolvido por
Clark e Adams (1977), na sua primeira verdaouble antibody
sandwish(DAS). Apesar de ser um método bastante sensigelfécil
aplicabilidade, os antissoros para a maioria dossvijue infectam o
alho séo poucos disponiveis, em razao de algume&basicos como, a
auséncia de anticorpo especifico de alta qualidadeséncia de
caracterizacao de viroses que ocorrem em alhocertdeoles negativos
adequados (Dusi, 1994).

O Dot-Blot (DB), uma prova soroldgicasbada no ELISA, tem
se mostrado um teste atrativo com alta sensibéidsta aplicacéo de
rotina, em virtude dos procedimentos permitirem ealizacdo de
dezenas de ensaios em tiras de membrana de nitosgepara detec¢cao
de anticorpos. Sua aplicagéo tem sido constanéedasdeccdo de viroses
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em plantas de alho (Dusi et al., 1994; Fayad An2i0&0) e em batata
(Daniels, 1999).

Dentre as técnicas moleculares a PCR(gans de DNA) e RT-
PCR (para virus de RNA) sdo as mais aplicadas, g@iaibilidade,
especificidade e facilidade de realizacdo em labooa(Barrocas et al.,
2009). Essas técnicas baseiam-se no uso de une péigdnucleotideos
complementares a uma dada regido do genoma Vi, $HO
desenhados para gerar um fragmento de DNA de tamamé&-
determinado, com o auxulio de uma enzima termoektdomo a Taq
DNA polimerase (Barrocas et al., 2009). Quandorasvé de RNA, a
reacdo de PCR é feita com o DNA complementar ao RN# (RT-
PCR), obtido com o auxilio de uma transcriptasensv (Zerbini et al.,
2001). Segundo Fajardo (2002), a técnica RT-PGRgtriptase reversa
da reacdo em cadeia da polimerase) é uma variac@&enica de PCR e,
atualmente, é uma das técnicas mais utilizada tegagio de viroses em
plantas de diversas espécies, incluindo o alho.

5.4. Micropropagacao do alho e limpeza de virus

Trabalhos relatam o uso da micropropagacad\ldem sativum
com objetivos diversos, tais como: conservacdo dengplasma
(Niwata, 1995; Makowska et al., 1999; Keller, 20&4is et al., 2005),
estudos sobre embriogénese somatica (Myers & Sit#98; Fereol et
al., 2002;) e transformacédo genética (Barandiarah,e1999; Myers &
Simon, 1998; Kenel et al., 2010). Entretanto, géma clonal através da
cultura de meristema é, sem divida, a técnica #taraude tecidos
vegetais mais regularmente aplicada a essas espécie

O épice caulinar tem sido bastante utllizganto para a limpeza
de virus quanto para a micropropagacdo, no entamt@equena
dimensao e o desbalanco hormonal na regido deotenidristematicos
acarretam grande dificuldade de obtenc&o do explarat regeneracdo
das plantas, tendo sido estas apontadas como diregada técnica
(Torres et al., 1998; Parmessur et al., 2002). éqadc¢do da técnica de
limpeza de virus esta entdo condicionada a obtededmeristemas
apicais reduzidos, sendo recomendados tamanhas @dtra 0,3 mm
(Grattapaglia & Machado, 1990; Torres et al., 199&)rmalmente os
indices de sucesso sdo baixos e o processo évabal lento.

Ha uma série de fatores que influenciandacéo e crescimento
de 6rgdos de armazenameimovitro. Estes podem ser amplamente
divididos em: (1) composicao genética da planta¢®dicdes culturais,
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(3) suplementos adicionados ao meio de culturad)e condigbes
ambientais. A constituicdo genética da planta dépela familia, e esta,
principalmente, determina o tipo de explante qumats comumente
usado (Ascough et al., de 2008). Por exemplo, aigdafoliares de
Amaryllidaceae e Iridaceaedo séo responsivos em meio de cultura,
assim escamas e rebentos sado utilizados, respretita (Medina et al.,
2009). Desde que um explante apropriado foi esbojla orientacdo em
relacdo ao local do explante na planta, e 0 momedatexcisdo, sao
fatores adicionais a serem considerados.

Formulacdo salina, reguladores de crestnesegetal (tipo,
concentracdo e proporcao) e hidratos de carbgmo €ticoncentracéo),
sdo suplementos do meio de cultura que podem gstadps para a
inducdo de 6rgdos de armazenamento em uma espacanticular
(Medina et al., 2009). A sacarose € consideradackian fonte de
carbono para cultura de tecidos de plantasvitro (George &
Sherrington, 1984), entretanto, apesar da efi@émcmprovada na
formacdo de oOrgdo de reseria vitro, poucos estudos tem sido
dedicados para avaliar seus efeitos e 0 de ciginéss de carboidratos
na formacéo de bulbos em plantas de alho cultiviaddgo.

Além da rotineira utilizacdo do acido akhoacético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (6-BAP), outros reguladores ascmento ja foram
utilizados com éxito em meios de cultura para regegéio de alho e
outras espécies bulbosas, tais como: TDZ (Rossl.et1995), 2iP
(Ravnikar et al., 1993; Zel et al., 1997; Torresakt 2000), Acido
Jasmonico (AJ) (Dermastia et al., 1994; Zel et1897) e ABA (Kim,
1994; Yamasaki et al., 1999). Considerado substdpmmissora na
cultura de tecidos de plantas, o AJ estimula as#8ovie alongamento
celular (Dermastia et al., 1994) e tem a capacidiénteragir com
outras substéncias de crescimento vegetal, comoegemplo, as
citocininas (Takashi et al., 1994). Quando é admim ao meio de
crescimento de plantas em concentracdes até 10pptie estimular
significativamente o alongamento de gemas axilatesenvolvimento
de raizes adventicias em segmentos nodais e diésdlar em culturas
de protoplastos (Ravnikar et al., 1993).

As condicdes de ambientais, tais commptratura e luz
desempenham um papel fundamental no ambiente tmecde tecidos,
influenciando muitas respostas das plantas culissjaccomo um
regulador natural da morfogénese e do crescimemo plhntas
(Figueiredo-Ribeiro et al., 2004). A luz interferm qualidade das
plantas durante o processo de aclimatizacdo (Br2@@6), influi na
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regulacdo da morfogénese e atua como fonte de ienpaga a
realizacdo de fotossintese (Silva, 2005).

Tem sido relatado trés categorias deosta da planta ao
fotoperiodo no que diz respeito a formacdo de &gate
armazenamento, sdo estes: inducao de 6rgdos dearésibida pela
auséncia de luz, inducéo de 6rgaos de reserva pidanpela auséncia
de luz, e finalmente, inducdo de 6rgdos de respovaambos, luz e
escuro (Niimi & Onozawa, 1979; Kim et al., 1981gi8itz & Yahel,
1982; Jacaobs et al., 1992; Slabbert & Niederwiek@99; e Ascough et
al., 2008).

Foi estabelecido que tuberizacdo em dd&mlanum tuberosum
ocorre mais cedo em dias curtos do que longos.acpassibilidade de o
inicio da tuberizac@o ser mais abrupta sob essdigimn (Gopal et al.,
1998; Sidikou et al., 2003; Allemann & Hammes 200%®ra algumas
cultivares o fotoperiodo curto pode atuar como @enge permissivo
para tuberizacdo (Seabrook et al., 1993). Em garaplicacdo de um
termoperiodo com uma temperatura baixa durantdta ealias curtos
também aumentou a producdo de microtubérculosXaethosoma
sagittifolium (Tsafack et al., 2009). Resultados similares tamfw¥am
observados em batata, onde uma temperatura ndiaixe combinada
com dias curtos promoveu um processo de tuberizagpamo e
sincronizado (Charles et al. 1993).

No atual processo de limpeza clonal do aistinguem-se duas
fases: a primeira é realizada no laboratério paestabelecimento da
cultura in vitro e microbulbificacdo; a segunda fase € realizada em
telados anti-afideos, onde as plantas matrizedasbtle cultivoin vitro
sdo mantidas durante dois ciclos de producdo pad#iphicacdo e
indexacao de virus (Figura 7).

Como relatou-se anteriormente, plantas e a&ultivadas no
campo sob condicdo ambiental desfavoravel, sédop@es de
diferenciar células localizadas nas axilas de ®lientes e,
consequentemente, formar bulbos constituidos pdisilloos (bulbo
completo). Na micropropagacdo, além dessas difcldd, outras
limitagbes tém sido freqlientes no atual sistemapdmlucdo, e
mencionadas como empecilhos a regeneracéo de pkdmtalho. Uma
delas, de ordem fisioldgica, refere-se a qualidialesemente produzida
na fase de laboratério.

O teor de massa seca do microbulbo-senmntiizidoin vitro,
definido por seu peso secogee constitui as reservas nutricionais da
semente, influencia diretamente no vigor da plaatgréxima geracéo
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e, na inducéo e desenvolvimento do bulbo formaduoasa dessa planta.
De fato, tem-se constatado na pratica que na raaias vezes, bulbos
pequenos e/ou com poucas reservas, obtidos poraulé meristemas,
guando plantados no solo, tendem a formar bulbubéen pequenos e
atipicos, morfologicamente semelhantes a uma cebafa auséncia de
dentes, denominado de “coquinho”, como ilustrad&igara 8B.

ANO 1
(laboratorio)
e o ,,t
termoterapia regeneracam vitro ﬂ
ANO 2 Sote
° P82
(telado) & 353
miﬂh >
multiplicagéo de plantas microbulbos
matrizes (% geragéo)
ANO 3
(telado)
e " bulbo livre de virus
multiplicacéo de plantas matrizes
(2° geragéo)

Figura 7 — Diagrama da limpeza de virus de alho através daraude
meristemas associada a termoterapia. Cacado2(8¢,

Em plantas de alho regeneragagitro a partir de meristemas
caulinares, este fato se constitui, portanto, natorflimitante e um
grande desafio na micropropagacdo do alho, visép guliferenciacao
de gemas nos bulbos regeneraniositro, proporcionaria um aumento
significativo no rendimento de bulbilhos-semente8ssim, a
possibilidade de aumentar a taxa de multiplicagisammenteex vitro
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fica reduzida, uma vez que um bulbo completo podlyzir, em
média, 8 a 14 bulbilhos-semente, ou seja, umadexaultiplicacéo de
sementes livre de vires vitroque pode chegar a 1:14.

Na maioria dos laboratérios de cultura elgdos de plantas, as
culturas sdo mantidas sob temperatura de 2%C+ fdtoperiodo de 16
horas/luz, e intensidade luminosa de 60 a 70 pmdbtbns.nf.s* de
lampadas fluorescentes brancas, durante todo odpede cultivo, de
modo a favorecer um grande numero de espécies kivocuNestas
circunstancias, os sistemas atuais de producalihd@avitro ainda nédo
prmitem a formacg&o plena de um bulbo de alho, s#@eeslo estudos
mais aprofundados, com enfoque em fatores ambsengai em
substancias endogenas eventualmente envolvidas pEERSSO0.

Figura 8 - Bulbos de alhos livres de virus: microbulbos regeneradas
vitro; B: primeira geracdo multiplicada em teladoCesegunda geragéo
multiplicada em telado (bulbo completo). Barrasc®y (A); 1,0cm (B);
2,0 cm (C). Cacgador, SC, 2011.

5.5. Criopreservacao e crioterapia

A criopreservacdo é definida como a conservacaonaterial
biolégico em nitrogénio liquido a -198, ou, em sua fase de vapor, a -
150°C (Santos, 2000). Essa técnica pode assegurarsergagio de
material biolégico por longo periodo de tempo, wea que, nessas
temperaturas ultra baixas, o metabolismo celutar o reduzido que a
deterioracdo biologica € virtualmente paralisadan{@®, 2000). O
grande desafio para o criobiologista € realizarcomgelamento sem a
formacgéo de cristais de gelo no interior das cglg&antos, 2000). A
formacdo de gelo no meio intracelular causa ruptioasistema de
membranas celulares, resultando em perda da seméegbilidade e da
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compartimentacao celular, em conseqiiéncia dissm®lalas entram em
colapso e morrem.

De acordo com Vertucci & Farrant (1998yjtar a formacgéo
desses cristais ndo é uma tarefa facil, pois adogwegetais usados
para a criopreservacao, geralmente, apresentamtatices de agua em
suas células e extensiva formacdo de cristais te igacelular ira
ocorrer caso estes tecidos sejam congelados naloest@ratado.
Portanto, é necessario que a agua seja removids @mtcongelamento,
para evitar a injUria causada pelos cristais de. gel

A desidratacdo ndo é um processo simpisty que a agua tem
muitas fungdes bioldgicas fundamentais nas cétldasrganismos vivos
(Kramer & Boyer, 1995). Assim, o sucesso de um quab de
criopreservacdo depende da desidratacdo para wrdegagmidade que
seja baixo o suficiente para evitar a formacaoale mtracelular, mas
nao tdo reduzido que cause injdria na célula psiddetacao (Santos,
2000).

Os primeiros protocolos de criopreservadéaotecidos vegetais
eram baseados no congelamento lento (método acfsaié uma
temperatura de pré-congelamento (-30 a°C¥0a uma velocidade de
congelamento definida (1 a 10°C/hora), usando-se congelador
programavel, seguido de imersao direta em nitreagfquido (Santos
2000). Esse método foi baseado nos eventos fisitoicps que
ocorrem durante o processo de congelamento emgémsdnaturais, o0s
quais foram descritos por Mazur (1969). Segunde astor, a medida
que a temperatura decresce, aproximando-sé@eat:élula e seu meio
externo atingem um estado de super-resfriamentposteriormente,
ocorre a formacgéo de gelo no meio extracelular.

Se 0 congelamento ocorre lentamente, a &g difunde do
interior da célula super congelada para o meioreatalevido a
diferenca de presséo do vapor da agua (maior ddataglula que nos
espacos intercelulares congelados) e é convemidgeto na superficie
das células ou entre o protoplasto e a paredeacg8antos, 2000).
Com isso, ressalta 0 mesmo autor, a célula desideatreduzindo a um
minimo ou removendo completamente a agua livreeptese evitando
assim, a formacéo de gelo em seu interior. Quangdotencial hidrico
das células parcialmente desidratadas iguala-seeleaqdo gelo
extracelular, é estabelecido um equilibrio e adiletcéo para, contanto
que a temperatura permaneca constante (Ellis, 08I5).

O processo de vitrificacdo tornou-se um pidncipais métodos de
crioprotecéo de estruturas vegetais durante aresepsacao, tendo sido
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aplicado a uma ampla variedade de tecidos veg@taisn et al., 1990;
Fabre & Dereuddre, 1990; Keller, 2002; Engelmar@®42e Ellis et al.,
2005 e 2006). Vitrificacdo ou formacdo do estadoewié o0 processo
através do qual a agua sofre uma transicdo dalifasda para um
estado solido amorfo e meta-estavel (Fahy et@84) A transicdo para
0 estado vitreo ndo envolve mudancas quimicasapesas mudancas
fisicas na viscosidade do liquido (Franks, 1982).

Segundo Ellis et al. (2005), a vitrificagdo citoplasma é obtida
através da desidratacdo dos tecidos para um teonidede em que néo
existe agua livre para a cristalizacdo antes degutiear em nitrogénio
liguido. Esse mesmo autor afirma que a solugcadacede torna muito
concentrada e pode passar pela transicdo decdg#io quando uma
velocidade de congelamento apropriada é utilizadégndo deste modo
a formacao de gelo durante a exposi¢do a tempasadbrixo de zero.

A desidratacéo celular pode ser obtidagyaporacao da 4gua ou
por tratamento com solucdo altamente concentradaridprotetores
guimicos (solucao de vitrificagédo) tais como ditsatfoxido (DMSO),
etileno glicol, glicerol e propileno glicol. Entegtto, estes crioprotetores
podem causar citotoxicidade e estresse osmoticand® a morte das
células ou modificando sua resposta morfogenéticectura (Sakai,
1995).

Os acUcares como a sacarose e glicoseitirutilizados como
substéncias crioprotetoras porque séo excelenéegesgvitrificadores e,
além disso, ndo apresentam toxicidade para asaséhelgetais mesmo
guando se acumulam em grande quantidade no citopl@&/ang et al.,
2003) e ainda mostram alta eficiéncia na estab#éiagadas membranas
celulares durante o congelamento, em comparacamsamoprotetores
tradicionais (Ellis et al., 2005).

Segundo Dumet et al. (1993) existem evi@@nde que o modo de
acdo dos acglUcares envolve mudltiplos componentesindag
primeiramente como agentes osmaticos externos,v&mlo 0 excesso
de &gua intracelular através de um gradiente oemd@®or outro lado,
Santos (2000) afirma que o modo de a¢édo dos a@inaraquisicdo da
tolerancia a desidratagdo e ao congelamento aiédaéntotalmente
conhecido e uma correlacdo direta de causa e ed@itta ndo foi
demonstrada.

Uma grande vantagem da vitrificacao € agi¢ecidos vitrificados
podem ser congelados rapidamente pelo mergulhtodira nitrogénio
liquido, eliminando assim a necessidade de usargetadores
programaveis (Crowe et al.,, 1997). Durante o rapmldoréscimo da
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temperatura, em contraste com o congelamento ledto, ha tempo
suficiente para o crescimento de cristais de gelespaco intracelular e
com isto as células passam rapidamente pela zonangeeratura na
qual o crescimento letal de cristais de gelo ociar@lakowska et al.,
1999).

Para Leopold (1990) o estado vitreo tenitom outros efeitos
benéficos para a célula desidratada, tais comatalfdo da perda de
agua, limitagcdo da cristalizacdo de sais e pradeima citoplasma,
protecdo contra mudancas no pH a medida que a&gemovida, e
prevencdo de colapso celular durante extensivaapded agua. A
vitrificacdo ainda restringe a difusdo de subssr&@rodutos dentro da
célula, levando a um estado de quiescéncia metab@iresultando na
prevencdo de reacBes quimicas dependentes do gwodesdifusédo
(Koster, 1991). Devido a estas caractedstdo estado vitreo, a
deterioracdo de sistemas biolégicos é suprimidaegasando a
estabilidade durante o periodo de quiescéncia¢Sa?d00).

Para muitas espécies, a criopreservagidiagada para superar as
limitacGes enfrentadas por estratégias tradiciodaisconservacéo de
germoplasma no campo, sementes e em colecfes tdeadnl vitro
(Wang et al., 2008). Entretanto, esta técnica dsewacdo pode ser
também utilizada para a erradicacdo de varios patsgyem plantas,
incluindo os complexos virais (Brison et al., 1997)

Na literatura mundial j& existem trabalhos relatammd uso de
técnicas de criopreservacédo para eliminar virosesiferentes espécies
vegetais, tais comdvlusa spp.(Helliot et al., 2002)Jpomoea batatas
(Wang & Valkonen, 2008) &itis vinifera (Wang et al., 2003). Os
relatos sobre o sucesso da criopreservagdo de glasnmas de alho
ainda sao raros, (Niwata, 1995; Hannan & Garoi66; Makowska et
al.,, 1999; Keller, 2002 e Ellis et al., 2005), puréinformacdes
referentes a avaliagcao do potencial do uso destacéépara remocéo de
complexos virais em alho nédo foram reportadas atérmento.

Na criopreservacao, as células vegetaipsgparadas para tolerar
temperaturas ultra-baixas em nitrogénio liquidaats da desidratacéo
de tecidos com uso de solugdes crioprotetorass Esttamentos sdo
aplicados para prevenir a formacdo de cristais ele gm células,
aliviando assim os danos para organelas e membpanasaumentar a
taxa de sobrevivéncia de células (Benson, 2008).

No caso de 4pices caulinares, as céludagotia meristematica
diferem de células mais afastadas do domo apicadgrem menores e
possuirem vacuUolos pequenos e, geralmente, possugmn relacdo
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ndcleo-citoplasma maior (Wang & Valkonen, 2008). Asélulas
meristematicas, portanto, suportam mais a des@atalo que as
células diferenciadas afastadas do domo apica,fisiplogia também é
perturbada pela infeccao de agentes patogénicosot&rapia, portanto,
se vale dessas diferencas fisico-anatdmicas eadde destruir células
infectadas de tecidos diferenciados por um breatartrento em
nitrogénio liquido.

A localizacdo do patégeno nos tecidos siiolm a crioterapia, a
indispensabilidade do tratamento em nitrogénioidigiypara a obtencéo
de regenerantes sadios e estudos ultraestrutuagiscélulas lesadas
pelos efeitos do congelamento sé&o fundamentais quargreender os
efeitos da criogenia como método de erradicacdgaiégenos em
plantas.



65

6. Referéncias Bibliogréficas

ABBEY, L.; FORDHAM, R. Abiotic stress affects shall growth
performanceCrop Research,v.16, p.66-69. 1998.

ADAMS, M. J.; ANTONIW, J. F.; BAR-JOSEPH, M.; BRUNRA. A,;
CANDRESSE, T.; FOSTER, G. D.; MARTELLI, G. P.; MIlN R. G.;
FAUQUET, C. M. The new plant virus familflexiviridae and
assessment of molecular criteria for species deatiarc Archives of
Virology, v.149, p.1045-1060. 2004.

ALLEMANN, J.; HAMMES, P.S. Effect of photoperiod daberization
in the Livingstone potatdP(ectranthus esculentus.E.Br. Lamiaceag
Field Crop Research v.98, n.1, p.76—81. 2006.

AMEN, R.D. A model of seed dormandyotanic Rewiew v.34, n.1, p.
1-31. 1968.

AOBA, T.; TAKAGI, H. Studies on bulb formation iragic plants. Ill.
The effects of cooling treatment of the seed buld af daylength
during the growing period on bulb formatialournal of the Japonese
Society of Horticultural Science,Tokio, v.49, n.3 p.240-241, 1971.

ARGUELLO, J. A,; BOTINI, R.; LUNA, R.; DE BOTINI, G\,
RACCA, R.W. Dormancy in GarlicAllium sativumL.) cv. Rosado
Paraguayo I. Levels of Growth Sbstances in SeedeSlander Storage.
Plant Cell Physiology, v.24, n.8, p. 1559-1963 (1983).

ARGUELLO, J. A,; DE BOTTINI, G. A.; LUNA, R.; BOTMI, R.
Dormancy in Garlic Allium sativumL.) cv. Rosado Paraguayo Il. The
Onset of the procecess during Plant Ontog&gmt Cell Physiology,
v.27, n.3, p.553-557. 1986.

ASCOUGH, G.D.; ERWIN, J.E.; VAN STADEN, Jn vitro storage
organ formation on ornamental geophytésnerican Society for
Horticultural Science, v. 34, p. 417-444. 2008.



66

BARANDIARAN, X.; MARTIN, N.; RODRIGUEZ-CONDE, M.F.Di
PIETRO, A. Genetic variability in callus formati@md regeneration of
garlic Allium sativurmL.). Plant Cell Reports v.18, p. 434—-437. 1999.

BARROCAS, E. N.; MACHADO, J. C.; FIGUEIRA. A. dosE®S. Uso
de técnicas moleculares para diagnose de patégemosementes.
Informe Agropecuério, v.30, n.253, p.24-32. 2009.

BENSON, E. E. Cryopreservation of phytodiversitycraical appraisal
of theory and practiceCritical Reviews Plant Sciencesv.27, p.141—
219. 2008.

BIASI, J.; MUELLER, S. Comportamento de cultivards alho no
Planalto Catarinensélorticultura Brasileira: Brasilia, v.7, n.1, p.7-9.
1999.

BRAGA, F. T. Ambiente de cultivo na propagacéoin vitro de
crisantemo  Oendranthema grandiflora tzvelev cv. Rage):
caracteristicas anatdmicas e fisioloégicas. Lavra®p6. 132 f.
Dissertacdo (Mestrado) Universidade Federal dedsavr

BRAZ, L.T.; SILVA, E.J.; CASTELLANE, P.D. The efféez of pre-
planting refrigeration on bulbs over the developtand yield of garlic
"Chines", "Contestado" and "QuitériaActa Horticulturae, n.433,
p.499-505. 1997.

BREWSTER, J.L.Onions and Other Vegetable Alliums. CAB
International, Wallingford, UK, 1994. 236 p.

BREWSTER, J.L.Onions and other vegetables Wiums. 2" ed.
Wallingford: CAB International, 2008. 432 p.

BRISON, M; BOUCAUD, M-T; PIERRONNET, A; DOSBA, F.fiect
of cryopreservation on the sanitary state of a Bwmunus rootstock
experimentally contaminated with Plum Pox PotyvifBknt Science,
v.123, p.189-196, 1997.

BURBA, J. L.Efeito do manejo de alho-sementéAllium sativum L.)
sobre a dorméncia, crescimento e producdo da culdy Chonan.



67

Vigosa, 1983. 112f. Dissertacdo (Mestrado) Unidade Federal de
Vigosa.

BURBA, J.L. 19930btencion de nuevas variedades de ajtn: 50
temas sobre La produccién de ajo. Ed. Por J.L. &urld Consulta,
Mendoza: INTA EE La Consulta, 2 volume 1997. p589-

BURBA, J.L.; GALMARINI, C.R. (eds) (1997). Proceeds of the
First International Symposium on EditAdliaceag 14—18 March 1994,
Mendoza, Argentinacta Horticulturae 433, 652 p.

CARVALHO, C.G.S.; MONNERAT, P.H.; CARVALHO, Y. Eftd de
tratamentos pré-plantio de bulbilhos de alho cv.afante.Revista de
Olericultura: Vigosa, v.15, n.1, p.165-173, 1980.

CHARLES, G.; ROSSIGNOL, L.; ROSSIGNOL, M. A synchous
model perfecting for fundamental studies on theetiziation process.
Journal Plant Physiology, v.142, p.474- 479. 1993.

CHUN, K.B.; SOH, W.Y. Histological observation ometformation of
cloves in the development process of garlics plafdasrnal Korean
Society Horticultural Science v.21, n.2, p.119-125. 1980.

CLARCK, M. F.; ADAMS, A. N. Characteristics of thmicroplate
method of enzyme-Linked immunosorbent assay fordékection of
plant virusesJournal of General Virology, v.34, n.3, p.475-483. 1977.

CONCI, V.C. Virus y Fitoplasmas de ajo. In: Burlizd() 50 temas
sobre produccion de ajo — Ingenieria de cultivov.l.3, p.267-291,
1997.

CONCI, V. C.; LUNELLO, P.; BURASCHI, D. Variationsf Leek
yellow stripe virugoncentration in garlic and its incidence in Argeat
Plant diseasey.86, p. 1085-1088. 2002.

CROWE, J.H.; OLIVER, A.E.; HOEKSTRA, F.A.; CROWE,.N.
Stabilization of dry membranes by mixtures of hygeethyl starch and
glucose: the role of vitrificatiorCryobiology, v.35, p. 20-30. 1997.



68

CUNHA, C.P. Desenvolvimento de marcadores microssatélites e
caracterizacdo da diversidade genética molecular decessos de alho
(Allium sativum L.). Piracicaba, 2011. 90f. Dissertacdo (Mestrado)
Universidade de S&o Paulo/ESALQ.

DANIELS, J. Ocorréncia de virus em alho no Rio @Eemrdo Sul.
Fitopatologia Brasileira: Brasilia, DF, v.24, n.1, p.91. 1999.

De CANDOLLE, A. (1886)0Origin of Cultivated Plants. Reprint from
the English edn (1967). Hafner, New York, 468 p.

DE MASON, D.A. Morphology and anatomy ofllium. In:
Rabinowitch, H.D. and Brewster, J.L. (ed®hions and Allied Crops
Vol. 1. CRC Press, Boca Raton, Florida, p.27-59019

DEON, C.M.; LAPIDOT, M.; BEACHY, R.N. Plant virus anement
proteins.Cell, v.69, p.221-224. 1992.

DERMASTIA, M.; RAVNIKAR, M.; VILHAR, B. Increased ével of
cytokinin ribosides in jasmonic acid-treated pota{&olattum
tuberosum)stein node culturesPhysiology Plant v.92, p.241-246.
1994.

DON, G. (1827). A monograph of the gerdlum. An advance reprint
of Memoirs of the Wernerian Natural History Societyv.1, p. 1-102,
1832.

DOVAS, I. C.; HATZILOUKAS, E.; SALOMON, R.; BARG, E
SHIBOLETH, Y.; NIKOLAOS, I. K. Incidence of virusemfecting
Allium spp. in Greecezuropean Journal of Plant Pathology,v.107, p.
677-684. 2001.

DUMET, D.; ENGELMANN, F.; CHABRILLANGE, N.; DUVAL,Y;
DEREUDDRE, J. Importance of sucrose for the actioisiof tolerance
to desiccation and cryopreservation of oil palm aterembryosCryo-
Letters, v.14, p.243-250. 1993.

DUSI, AN.; FAJARDO, T.V.M.; CUPERTINO, F.P. Sergical
identification of garlic Allium sativum, L.) virus in Brazil
Fitopatologia Brasileira: Brasilia, DF, v.19, p.298. 1994.



69

EL MOTAZ BILLAN, M.; OMAR, F.A.; MAN ARAFA, A.; GHETA,
M.; HASSAN SHAHIN, A.; ZEIN, A. The effect of theame treatment
on yeld and quality of Egyptian garlidgricultural Research Review
v.49, n.5, p. 157-172. 1971.

ELLIS, D. SKOGERBOEL, D.; ANDRE, C.; HELLIER, B.; &YLE,
V. Cryopreservation of 12Allium sativum (garlic) accessions: a
comparison of plant vitrification solutions (pvsapd pvs3.In Vitro
Cellular and Developmental Biology v.7, p. 11-12. 2005.

ELLIS, D. SKOGERBOEL, D.; ANDRE, C.; HELLIER, B.; &YLE,
V. Implementation of garlic cryopreservation teahugs in the national
plant germplasm syster@ryo-Letters, v.27, n.2, p. 99-106. 2006.

ENGELMANN, F. Plant Cryopreservation: Progress gnospectsin
Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, v.40, p. 427-433.
2004.

ERNST, E. Editorial. Molecular Nutrition and Food Research
Weinhein, v.51, p.1317. 2007.

ESPINOLA SOBRINHO, JlInfluéncia do tipo de arquitetura do
dossel na absorcdo de radiacdo solar, na produtivade e na
qualidade do fruto da mangueira 258p. Campina Grande, 2003. (Tese
de Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco.

ETOH, T. An attempt to obtain binucleate pollen garlic, Allium
sativumL. Memoirs of the Faculty of Agriculture of Kagoshima
University, v.16, p. 65-73. 1980.

ETOH, TStudies on the sterility in garlillium sativumL. Memoirs of
the Faculty of Agriculture, Kagoshima University, v.21, p. 77-132.
1985.

ETOH, T. Fertility of the garlic clones collected $oviet Central Asia.
Journal of the Japanese Society for Horticultural 8ience v.55,
p.312-319. 1986.



70

ETOH, T.; OGURA, H. A morphological observation tite formation
of abnormal flowers in garlicAllium sativumL.). Mem Fac Agri,
Kagoshima Univ, v.13, p. 77-88. 1977.

ETOH. T.; SIMON, P.W. Diversity, fertility and seqgaroduction of
garlic. In: Rabinowitch HD, Currah L (edsAllium Crop Science
Recent Advances. CABI, New York, p. 101-107. 2002.

FABRE, J.; DEREUDDRE, J. Encapsulationdehydratian: new
approach to cryopreservation &olanum shoot-tips. Cryo-Letters,
v.11, p.413-426. 1990.

FAHY, G.M.; MACFARLANE, D.R.; ANGELL, C.A.; MERYMAN
H.T. Vitrification as an approach to cryopresemati Cryobiology,
v.21, p.407-426. 1984.

FAJARDO, T. V. M.; NISHIJIMA, M.; BUSO, J. A,; TORES, A. C.;
AVILA, A. C.; RESENDE, R. O. Garlic Viral Complexdentification
of Potyviruses and Carlavirus in Central Brazil. Fitopatologia
Brasileira, v.26, p.619-626. 2001.

FAJARDO, T.V.M.; TORRES, A.C.; BUSO, JA. AVILA, &,
RESENDE, R.O. Producédo e qualidade de bulbos delizite de suas
principais virosesSumma Phytopathologicav.28, p.207-210, 2002.

FAYAD-ANDRE, M. S. Diagnose, disseminacéo e efitos fisiologicos
do complexo viral do alho em regifes produtoras dBrasil. Brasilia:
Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia, 120 137 p. Tese de
Doutorado.

FEREOL, L.; CHOVELON, V.; CAUSSE, S.; MICHAUX-FERERE,
N.; KAHANE, R. Evidence of a somatic embryogenegiscess for
plant regeneration in garlicAfium sativumL.). Plant Cell Reports,
v.21, n.3, p.197-203. 2002.

FERREIRA, F.A.; CASALI, V.W.D.; SOARES, J.G. Dorn@a de
bulbos de alholnforme Agropecuario: Belo Horizonte, v.12, n.142,
p.3-7. 1986.



71

FIGLIUOLO, G.; Di STEFANO, D.; Is single bulb prodag garlic
Allium sativum or Allium ampeloprasufh Scientia Horticulturae,
Amsterdan, v.114, p.243-249. 2007.

FIGUEIREDO-RIBEIRO, R. de C. L.; CHU, E. P.; ALMER) V. P.
Tuberizagdo In: Gilberto Barbante Kerbauy. (Orgi$iologia Vegetal
led. Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan,,200¥9-420.

FILGUEIRA, F. A. R., Manual de Olericultura -eulturas e
comercializacdo de hortalicas 2 ed. Sdo Paulo, Agrondmica Ceres,
1992. p. 105 — 142. 2v.

FRANKS, F. The properties of aqueous solutions abzero
temperatures. In: FRANKS, F. (EdNater: a comprehensive treatise.
New York, Plenum Press, 1982. p. 215-218.

GAMA, M.I.C.S.; AVILA, A.C. Deteccéo de virus emhal por lates
sensibilizado e microscopia eletrénica imunoespcifitopatologia
Brasileira, Brasilia, DF, v.13, n.1, p.66-69. 1998.

GARCIA, A. Cultivares e épocas de plantio de allroddis municipios
do Rio Grande do SuHorticultura Brasileira: Brasilia, DF, v. 4, n. 1,
p. 44 — 76. 1984.

GEORGE, E.F.; SHERRINGTON, P.[Plant propagation by tissue
culture: handbook and directory of commercial laboratoriegersley,
Exegetics, 1984. 709p.

GOPAL, J.; MINOCHA, J.L.; DHALIWAL, H.S. Microtubézation in
potato Solanum tuberosum.). Plant Cell Reports, v.17, p.794—798.
1998.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M.A. Micropropagacédo. tn
TORRES, A.C.; CALDAS, L.STécnicas e aplicacdes da cultura de
tecidos de plantasBrasilia, ABCTP/EMBRAPA, CNPH, 1990, 433p.

GUERRA, M. P. Giberelinas. In: Gilberto Barbanterl@uy. (Org.).
Fisiologia Vegetal 1ed. Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan,
2004, p. 279-292.



72

HANNAN, R.; GAROUTTE, D.Proceedings of the 1995 National
Onion Research CoiferenceMadison: Wisconsin, p. 101-103. 1996.

HARVEY, M.J. Onion and other cultivate@llliums In: SMARTT &
SIMONDS. 1987.Evoluation of Crop Plant, London-England. 2nd
ed., p.445-448.

HELLIOT, B; PANIS, B.; POUMAY, Y; SWENEN, R.; LEPORE,

P.; FRISON, F. Cryopreservation for the eliminatioh cucumber
mosaic and banana streak viruses from bansiuag spp). Plant Cell

Reports, v.20, p.1117-1122. 2002.

http://lwww.rothamsted.bbsrc.ac.uk/ppi/link/pplinkisdseqs/viruses.php
. Acessado em: 25/03/2010.

ICTVdb. The Universal Virus Database of the International
Committee on Taxonomy of Viruses. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/. Acessado ens/03/2010.

IPEK, M.; IPEK, A.; ALMQUIST, S.G.; SIMON, P.W. Deonstration
of linkage and development of the first low-densggnetic map of
garlic, based on AFLP markerSheoretical and Applied Genetics
v.110, p.22-236. 2005.

IPEK, M.; SIMON, P.W. Comparison of AFLPs, RAPD tkars, and
isozymes for diversity assessment of garlic aneéalen of putative
duplicates in germplasm collectiorkurnal of the American Society
for Horticultural Science, v.128, p.24-252. 2003.

JACOBS, S.S.; HELLMER, H.H.; DOAKE, C.S.M.; JENKINS®\;
FROLICH, R.M. Melting of ice shelves and the masaahce of
Antarctica.Journal of Glaciology, 38, 375-387. 1992.

JENDEREK, M.M. Generative reproduction of garl&lium sativun.
Zeszyty Naukowe Akademii Rolniczej im H. Kolltaja w Krakowie
v.57, p.14-145. 1998.

JENDEREK, M.M.; HANNAN, R.M. Variation in reproduge
characteristics and seed production in the USDAioggiermplasm
collections.HortScience v.39, p.478-488. 2004.



73

JONES, H.A.; MANN, L.K.Onions and Their AlliesLeonard Hill
Books London, 286 p. 1963.

JONES, R.N. Cytogenetics. In: RABINOWITCH, H.D.; BR/ISTER,
J.L. (eds)Onionsand Allied Crops, Vol. I.Botany, Physiology and
Genetics CRC Press, Boca Raton, Florida, p. 199-214. 1990.

KATARZHIN, M.S.; KATARZHIN, I.M. Experiments on thesexual
reproduction of garlic.Byulleten’Vsesoyuznogo Ordena Lenina |
Ordena Druzhby Narodov Instituta Rastenievodstva Ineni N.I.
Vavilova, v.80, p.74-76. 1978.

KAZAKOVA, A. A. Most common onion species, theirigin and
intraspecific classificatiorilrudy po Prikladnoi Botanike, Genetike |
Selektsii v.45, n.1, p.19-41. 1971.

KELLER, J.Cryopreservation of Plant Germplasm Il. (eds.) Towill
and Bajaj, Springer-Verlag, Berlin, p. 37-47. 2002.

KENEL, F.; EADY, C.; BRINCH, S. Efficient Agrobaaiem
tumefaciens mediated transformation an regeneratibrgarlic A.
sativum L.) immature leaf tissuePlant Cell reports, Berlin, v.29,
p.223-230. 2010.

KIM, K.; DAVELAAR, E.; DE KLERK, G. Abscisic acid ontrols
dormancy development and bulb formation in lilyrglats regenerated
in vitro. Physiologia Plantarum,v.90, p.59-64. 1994.

KIM, Y.J.; HASEGAWA, P.M.; BRESSAN, R.Aln vitro propagation
of Hyacinthus Horticultural Science, v.16, p. 645-647. 1981.

KITAJIMA, E.W. A rapid method to detect particles some spherical
plant viruses in fresh preparatiodsurnal Electron Microscopy, v.20,
p.503-512. 1969.

KOLLMANN, F. Allium ampeloprasunlL., a polyploid complex. I.
Ploidy levelsisrael Journal of Botany, v.20, p.13—-20. 1971.



74

KOLLMANN, F. Allium ampeloprasunt. - a polyploid complex. II.
Meiosis and relationships between the ploidy ty@esyologia, v.25, p.
295-312. 1972.

KONDO, T.; HASEGAWA, H.; SUZUKI, M. Transformatiorand
regeneration of garlicAllium sativumL.) by Agrobacteriummediated
gene transfeRlant Cell Reports,v.19, p.989-993. 2000.

KONONKOQV, P.F. The question of obtaining garlic deesad i
Ogorod, v.8, p.38—40. 1953.

KOO, B. J.; KANG, SANG-CU.; CHANG, M. U. Survey ghrlic virus
disease and phylogenetic characterization of gasliases of genus
Allexivirus isolated KoreaJournal Plant Pathology,v.18, p. 237-243.
2002.

KOSTER, K.L. Glass formation and desiccation talem in seeds.
Plant Physiology v.96 p. 302-304. 1991.

KOTLINSKA, T.; HAVRANEK, P.; NAVRATILL, M,
GERASIMOVA, L.; PIMAKHOV, A.; NEIKOV, S. Collectingonion,
garlic and wild species dllium in central Asia, USSR. FAO/IBPGR.
Plant Genetic Resources Newslettev,83, n.84, p.31-32. 1991.

KRAMER, P.J.; BOYER, J.SNater relations of plants and soils San
Diego, CA, Academic Press. 1995.

LEOPOLD, A.C. Coping with desiccation. In: ALSCHER,.G.;
CUMMING, J.R. (Eds)Stress responses in plants: adaptation and
acclimation mechanismsNew York, Wiley-Liss, p. 37-56. 1990.

LINNAEUS, C. Species Plantarum Vol. 1. (Reprinted 1957.) Ray
Society, London, 560 p. 1753.

LUCKWILL, L.C. Growth-inhibiting and growth-promatg substances
in relation to dormancy and after-ripening of apgkeeds.Journal
Horticultural Science, v.27, p.53-67. 1952.



75

MAAR, H.I.; KLAAS, M. Infraspecific differentiatiorof garlic @Allium
sativumL.) by isozyme and RAPD markerBheoretical and Applied
Genetics,v.91, p. 89-97. 1995.

MAKOWSKA, Z.; KEKKER, J.; ENGELMANN, F. Cryopresea¥ion
of apices isolated from garliAfium sativumL.) bulbils and cloves.
Cryo-Letters, v. 20, p.175-183. 1999.

MANN, L. K. Anatomy of the garlic bulb and factoedfecting bulb
developmentHilgardia, Berkeley, v.21, n.8, p.195-249. 1952.

MARIN, M.L.; MAFLA, G.; ROCA, W.M.; WITHERS, L.A.
Cryopreservation of cassava zygotic embryos andeneeds in liquid
nitrogen.Cryo-Letters, v.11, p. 257-264. 1990.

MATSUMOTO, S.N.Periodos de vernalizacdo de bulbilhos e épocas
de plantio de alho Allium sativum L.) Cultivar Roxo Pérola de
Cacador. Botucatu, 1988. 66p. Dissertacao (Mestrado) Usidade
Estadual Paulista.

MAZUR, P. Freezing injury in plantsAnnual Review of Plant
Physiology, v.20, p.419. 1969.

McCOLLUM, G.D. Onion and allies. In: N.W. SIMMONDEEd.).
Evolution of crop plants. New York: Longman, p. 186-190. 1976.

MEDINA, R. D.; FLACHSLAND, E. A.; GONZALEZ, A. M,
TERADA, G. In vitro tuberization and plant regeneration from
multimodal segment culture oHabenaria bractescend.indl.,, an
Argentinean wetland orchid®lant Cell Tissue Organ Culture, v.97,
p.91-101. 2009.

MELO-FILHO, P. A.; RESENDE, R. O.; CORDEIRO, C. M.;

BUSO, J.A.; TORRES, A.C.; DUSI, A. N . Viral reinfiion affecting
bulb production in garlic after seven years of igation under field
conditions.European Journal of Plant Pathology,v.116, p. 95-101.
2006.

MENEZES SOBRINHO, J.ACultivo do alho (Allium sativum L.).3.
ed. Brasilia: EMBRAPA/CNPH, 1997. 16 p. (Instrucd&snicas, 2).



76

MENEZES SOBRINHO, J.A.; Coord.Instrugdes técnicas do
CNPHortalicas 2. Brasilia: EMBRAPA, 16p. 1984.

MUELLER, S.; VIEIRA, R. L.; BIASI, J. Efeito da lipeza de virus
sobre a produtividade de alho em Cacgador, 3@ropecuéria
Catarinense v.18, p.50-52. 2005.

MYERS, J.M.; SIMON, P.WMicroprojectile bombardmeot garlic,
Allium sativumL. Proceedings of the 1998 National Onion (and other
Allium) Research Conference University of California, Davis,
California, p. 121-126. 1998.

NIIMI, Y.; ONOZAWA, T. In vitro bulblet formation from leaf
segments of lilies, especiallhLillium rubellum Baker. Science
Horticulturae , v.11, p. 379-389. 1979.

NIWATA, E. Cryopreservation oAllium. Cryo-Letters, v.16, p.102-
107. 1995.

OLIVEIRA, V. R.; MENDONCGCA, J. L.; SANTOD, C. A. FSistema de
Producdo de Cebola Allium cepa L). Sistemas de Produgdo, 5 -
Versdao Eletrénica Dezembro/2004. Embrapa hortalicas

PARMESSUR, Y.; ALJANABI, S.; SAUNTALLY, S.; DOOKUN-
SAUNTALLY, A. Sugarcane yellow leaf virus and vyells
phytoplasma: elimination by tissue cultuRant Pathology, Oxford,
v.51, p.561-566. 2002.

PAVAN, M. A.; GUIMARAES, A. M. ; KAMITSUJI, M. K. ;
MATSUMOTO, S. N. Amostragem da incidéncia de visem
cultivares de alho nobreAllium sativumL.) proveniente de regides
produtoras do Estado de Santa Catarina. In: XXhdZesso Brasileiro
de Fitopatologia, 1989, Sdo Paulo, ERopatologia Brasileira, v. 14.
p. 136-136. 1989.

PLANT VIRUS SEQUENCE. Disponivel em: (http://www
rothamsted.bbsrc.ac.uk/ppi/link/pplinks/viruseqgs/ses.php). Acessado
em: 15/08/2010.



77

POOLER, M.R.Sexual reproduction in garlic, (Allium sativumL.).
PhD thesis, University of Wisconsin-Madison, USA91.

POOLER, M.R.; SIMON, P.W. Garlic flowering in resge to clone,
photoperiod, growth temperature, and cold storblgetScience v. 28,
n. 1, p. 1085-1086. 1993.

RACCA, R.; LEDESMA, A.; REALE, M. I.; COLLINNO, DEfecto de
bajas temperaturas en almacenaje de pre-plantaci@ondiciones
termoperiddicas de cultivo en la bulbificacion g @llium sativum L.)
cv. Rosado Paraguay®hyton: Buenos Aires,v.41, n.2 p.77-82. 1981.

RAKHIMBAEYV, I. R.; SOLOMINA, V. F. The activity ofendogenous
cytokmins during garlic storage at low temperatiestoik Sel. Khoz.
Nalki Nazakhstana,v.2, p. 46-48. 1980.

RAVNIKAR, M; ZEL, J; PLAPER, |; SPACAPAN, A. Jasmanacid
stimulates shoots and bulb formation of gariwitro. Journal of Plant
Growth Regulation, v.12, p. 73-77, 1993. 1993.

REGEL, E. Alli species Asiae centralisActa Horticultural
Petropolitani, v.10, p.279-362. 1887.

RESENDE, F.V.; SOUZA, R.J.; PASQUAL, M. Comportarterem
condi¢Bes de campo de clones de alho obtido pasraudle meristema.
Horticultura Brasileira : Brasilia, v.13, n.1, p.44-46. 1995.

RESENDE, G.M.; SOUZA, R.J. Doses e épocas de agalicade
nitrogénio sobre a produtividade e caracteristam@serciais do alho.
Horticultura Brasileira, v. 18, p. 759-760. 2000. Suplemento.

ROSSI, V.; MARANI, F.; BABITI, A.L. Phenylurea destives for
micropropagation of garlic meristem#cta Horticulturae. n.394,
p.263-271. 1995.

SAKAI, A. Cryopreservation of germplasm of woodyapis. In:
BAJAJ, Y.P.S. (Ed.Biotechnology in agriculture and forestry, vol
32. Cryopreservation of plant germplasm |.Berlin, Heidelberg, New
York,:Springer-Verlag, p.53-69. 1995.



78

SANTOS, I.R.l. Criopreservacdo: Potencial e persges para
conservacao de germoplasma veg®alista Brasileira de Fisiologia
Vegetal,v.12, p.70-84. 2000.

SATO, A. Y.; SEDIYAMA, T.; BOREM. A.; CECON, P. R.
JUNQUEIRA, C. S. Influéncia do acido abscisico narapropagacao
da cultura da mandioc#énihot esculent&rantz).Acta Scientiarum
Maringa, v. 23, n. 5, p. 1235-1237. 2001.

SAWAHEL, W.A. Stable genetic transformation of ganplants using
particle bombardmentCellular and Molecular Biology Letters,
Wroclaw, v.7, p.49-59. 2002.

SHAH, J. J.; KOTHARI, I. L. Histogenesis of garliclove.
Phytomorphology, v.23, p.162-170. 1973.

SEABROOK, J.E.A; COLEMAN, S.; LEVY, D. Effect of ptoperiod
on in vitro tuberization of potatdSflanum tuberosurh.). Plant Cell
Tissue Organ Culture,v.34, p.43-51. 1993.

SHIBOLETH, Y. M.; GAL-ON, A.; KOCH, M.; RABINOWITCH H.
D.; SALOMON, R. Molecular characterisation @hion yelllow dwarf
virus (OYDV) infecting garlic @Allium sativum L.) in Israel:
Thermotherapy inhibits virus elimination by menmstetip culture.
Annual Applied of Biology, v.138, p.187-195. 2001.

SIDIKOU, R.; SIHACHAKR, D.; LAVERGNE, D.; NATO, A,
ELLISSECHE, D.; JOUAN, B.; DUCREUX, G. Etude de la
microtuberisation de la pomme de ter@olanum tuberosuni.) au
sahel.Cahiers Agricultures, v.12, p. 7-14. 2003.

SILVA, E.C.; SILVA, F.M.; SOUZA, R.J.; PASCAL, M. &udo da
degenerescéncia de clones de cultivares de allverpemtes de cultura
de tecidosHorticultura Brasileira , v.20, n.2, 2002. Suplemento 2.

SILVA, J. L. O. da Andlise do crescimento de alh@Allium sativum
L.) cultivar Chonan, sob trés periodos de frigorificacé pré-plantio
dos bulbos.Lavras, 1982. 76 p. Dissertacdo (Mestrado) Univdastd
Federal de Lavras.



79

SILVA, K. Explante, citocinina e luz: fatores quefemam a
organogénese de porta enxerto de macieira cultingd. Revista
Brasileira Agrociéncia, Pelotas, v. 11, n. 3, p. 365 -367. 2005.

SIMON, P.W.; JENDEREK, M.M. Flowering, seed prodantand the
genesis of garlic breeding. In: JANICK, J. (edR)ant Breeding
Reviews vol. 2.Wiley, New York, p.211-244. 2003.

SIQUEIRA, W.J.; TAVARES, M.; TRANI, P.E. Variedadete alho
para o Estado de S&do PauBnletim Técnico Instituto Agrondnico,
Campinas, p. 165. 1996.

SLABBERT, M.M; NIEDERWIESER, J.Gln vitro bulblet production
in Lachenalia Plant Cell Reports,v.18, p. 620-624. 1999.

SRIVASTAVA,R. P.; ADHIKARI, B. S. Influence of groth
substances on the germination of onion and gafliahabad Fmr,
v.42, p. 103-104. 1969.

STEINITZ, B., YAHEL, H. In vitro propagation oNarcissus tazetta
HortScience v.17, p.333-334. 1982.

SUGIMOTO, H.; TSUNEYOSHI, T., TSUKAMOTO, M.; URAGAM
Y.; ETOH, T. Embryocultured hybrids between gaditd leek Allium
Improv Newsl, v.1, p.67-68. 1991.

TAKAKI, F.; SANO, T.; YAMASHITA, K.; FUJITA, F.; UBDA, K.;
KATO, T. Complete nucleotide sequences of attembiaed severe
isolates ofLeek yellow stripe virusrom garlic in northern Japan:
Identification of three distinct virus types in aand leek world-wide.
Archives of Virology, v.150, p.1135-1149. 2005.

TAKASHI, K.; FUJINO, K.; KIKUTA, Y. Expansion of ptato cells in
response to jasmonic acklant Sciencev.100, p.3-8. 1994.

THOMAS, T.H. Hormonal control of dormancy in retaii to post
harvest horticultureAnnals of Applied Biology, v.98, p.531-538. 1981.

TORRES, A.C.; TEIXEIRA, S. L.; POZZER, L. Culturae dapices
caulinares e recuperacgéo de plantas livres de. \filufORRES, A. C.;



80

CALDAS, L. S.; BUSO, J. ACultura de tecidos e transformacéo
genética de plantasBrasilia: EMBRAPA — CNPH, CBAB, 1998. v.1
p.133-145.

TSAFACK, T. J. J.; GILBERT, P.; OMOKOLO, N. D.; BRMCHARD,
M. Effect of photoperiod and thermoperiod on mioh#rization and
carbohydrate levels in Cocoyaldgnhthosoma sagittifoliunh. Schot}.
Plant Cell Tissue Organ Culture,v.96, p.151-159. 2009.

VAVILOV, N.I. The origin, variation, immunity and reeding of
cultivated plantsChronica Boténica,v.13, p.1-364. 1951.

VERTUCCI, C.W.; FARRANT, J.M. Acquisition and los®f

desiccation tolerance. In: KIGEL, J.; GALILl, G. dE) Seed

development and germinationNew York, Marcel Dekker, p. 237-271.
1995.

VIEIRA, R.L.; NODARI, R.O. Diversidade genética deltivares de
alho avaliada por marcadores RARCiéncia Rural, v.37, p. 51-57.
2007.

WANG, Q.; MUNIR, M; Li, P.; GAFNY, R.; SELA, I.; TAINE, E.
Elimination of grapevine virus A (GVA) by cryopresation ofin vitro-
grown shoot tips oWitis vinifera L. Plant Science,v.165, p.321-327.
2003.

WANG, Q.; VALKONEN, J. P. T. Efficient eliminationf sweetpotato
little leaf phytoplasma from sweetpotato by crye#py of shoot tips.
Plant Pathology, v.57, p.338-347. 2008.

XU, R. Y; NIIMI, Y.; HAN, D. S. Changes in endogamabscisic acid
and soluble sugars levels during dormancy-releaseulbs ofLilium
rubellum Scientia Horticulturae, v.111, p.68-72. 2006.

YAMAZAKI, H.; NISHIJIMA, T.; YAMATO, Y.; MIURA, H.
Involvement of abscisic acid (ABA) in bulb dormanafyAllium wakegi
Araki I. Endogenous levels of ABA in relation tolbwormancy and
effects of exogenous ABA and fluridonelant Growth Regulation,
v.29, p.189-194. 1999.



81

YURI, J. E. MOTA, J. H.; SOUZA. R. J.; RESENDE. MPASQUAL,
M. Vernalizagdo do alho para cultiwo vitro. Horticultura Brasileira :
Brasilia, v.17, n.2, p.118-124. 2005.

ZERBINI, F.M.; AMBROVEZICIOS, L.P.; NAGATA, AK.I,
Diagnose molecular de fitovirosesin: ALMEIDA, A.M.R; LIMA,
J.A.A. Principios e técnicas de diagnose aplicaglms fitovirologia.
Londrina: Embrapa soja/Brasilia: Sociedade Brasilde Fitopatologia,
p. 95-124. 2001.

ZHAO, W.G.; CHUNG, J.W.; LEE, G.A; MA, K.H.; KIM, HFH.; KIM,
K.T.; CHUNG, LM.; LEE, J.K;; KIM, N.S.; KIM, S.M.;PARK, Y.J.
Molecular genetic diversity and population struetaf a selected core
set in garlic and its relatives using novel SSRkaa. Plant Breeding,
Berlim, v.130, p.46-54. 2011.

ZHENG, S.J.; HENKEN, B.; AHN, Y.K.; KRENS, F.A.; K|, C. The
development of a reproducible Agrobacterium tumefaciens
transformation system to garliélium sativumL.) and the production
of transgenic garlic resistant to beet armyworgpgdoptera exigua
Hubnel). Molecular Breeding, Dordrecht, v.14, p.293-307. 2004.

ZING, F. W. Tate of growth and nutrient absorptioh late garlic.
Proceedings of the American Society Horicultural Sence
Califérnia, v.83, p.579-584. 1963.






CAPITULO Il

MORFOGENESE DE PLANTAS DE ALHO (Alliumsativum L.) IN
VITRO: INFLUENCIA DO EXPLANTE, REGULADORES DE
CRESCIMENTO, CARBOIDRATOS E CONDICOES DO
AMBIENTE.

1. Introducéo

Existem duas rotas principais de regei@rag vitro de plantas
inteiras a partir de células de plantas ou de dsciexcisados: via
organogénese e via embriogénese somatica (Garait)). Na
micropropagacédo do alho, a regeneracédo via eminiegésomatica tem
levado a instabilidade genética (Novak, 1990; AnAaet al., 1999;
Zdravkovic-Korac et al., 2010), observada pelesrafides na expressao
do fendtipo, causadas por efeito de genes epigenatnte ativados
(Bockish et al., 1997). Segundo Kerbauy (2011)nial meio para se
assegurar a estabilidade genética, condicdo eabendi
micropropagacdo, € a regeneracdo de plantas a garttulturas de
meristemas, desde que estas ndo originem calc&mPormesmo autor
afirma que esta pode ndo ser condi¢cdo suficienta parantir a
estabilidade de um genotipo selecionado.

Um grande nimero de ensaios foi realizadatro ao longo da
histéria da micropropagacdo do géneMdlium focando obijetivos
diversos, tais como: conservacdo de germoplasmava(ili 1995;
Makowska et al., 1999; Keller, 2002; Ellis et &005), estudos sobre
embriogénese soméatica (Myers e Simon, 1998; Baaareli al., 1999;
Fereol et al., 2002) e transformacao genética (MgeSimon, 1999 e
Kenel et al., 2010). Entretanto, a limpeza cloriedwés da cultura de
meristema €, sem dlvida, a técnica de cultura ddote vegetais mais
regularmente aplicada a essas espécies.

Entre uma série de fatores que influenciaminducdo e
crescimento de 6rgdos de armazenamentatro pode-se destacar: a
composi¢do genética da planta, suplementos adiignao meio de
cultura e condicdes ambientais. A constituicdo tieméda planta
depende da familia, e esta, principalmente determitipo de explante
que € mais comumente usado (Ascough et al., dg§.2008

Os componentes do meio de cultura, taisocdormulagéo salina,
reguladores de crescimento vegetal (tipo, conogdra proporgdo),
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hidratos de carbono (tipo e concentragéo), meigetiicacéo, e adicédo
de outros novos agentes, podem ser ajustados fradaio de 6rgaos
de armazenamento em uma espécie em particular iiledial., 2009).
A formulagdo salina MS (Murashige & Skoog, 1962)eqé
universalmente empregada no cultimovitro de grande quantidade de
espécies (Caldas et al., 1998), € o meio basicmalorente utilizado
para as espécies do génatiium.

O uso dos fitorreguladores ANA (&cido akfihoacético) e BAP
(6-Benzilaminopurina) tem demonstrado eficiénciammeropropagacao
de alho. Havranék (1972) cultivou 4pices caulinaas 0,4 a 0,6 mm
de tamanho e obteve desenvolvimento inicial detgpsarbulbificacdo e
enraizamento, em meio MS com adi¢éo de vitamireasgrese (20 g'L
1, e ANA na concentracdo de (1 mg)LOs efeitos de ANA e BAP
foram avaliados por Matsubara & Chen (1989) em rdeicultura para
desenvolvimento de explantes, enraizamento e mdbfo em plantas
de alho, ambos na concentracado de 0,1 'ﬁ'lgEBses autores observaram
que nessas condi¢bes as plantas desenvolviam-semedon vigor e
com maior capacidade de aclimatizacdo em condigéesampo. Em
concentracdo mais elevada de BAP (0,3 Mpmho meio de cultura,
Conci (1997) obteve plantas de alho livres de \déara formacdo média
de quatro bulbilhos a partir de um Unico meristésukado.

Nos trabalhos de limpeza de virus deo ghor cultura de
meristema realizados nos Laboratérios de Culturbed&los de Plantas
da Epagri (dados n&o publicados), tem sido complepacefetividade da
citocinina BAP na fase inicial de cultivo de mezisa da maioria das
cultivares de alho nobre. Outra constatacdo é queala auxina ANA
tem sido eficaz na inducdo de enraizamento e ledigfio. A eficacia
desses reguladores de crescimento foi comprovaslaiveis de 0,1 mg
L de BAP e 0,2 mg Lt de ANA, para desenvolvimento inicial dos
explantes e para enraizamento e bulbificacdo, cdspmente.
Entretanto, a taxa média de multiplicacdo obsengmld ,5 bulbilhos
por explantes, é considerada baixa.

Outros reguladores do crescimento forahizados com éxito em
meios de cultura para regeneracdo de plantas deRudissi et al. (1995)
obtiveram, para a cultivar “Piacentiano Bianco”,auproliferacdo no
nimero de bulbos de 1:4,5 utilizando o meio MS ffincatio, acrescido
de Tidiazuron (TDZ).

Diversos trabalhos atribuem aos jasmonafeg#os indutivos a
formacg&o de bulbos em algumas espécies de planitasadasin vitro.
Noijiri et al. (1992) demonstraram que as concefim@nddgenas de
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Acido Jasménico (AJ) foram diferentes na bulbifimce nao
bulbificacdo de partes de plantasAlecepa Em combinacdo com 2iP
(Isopenteniladenina), a aplicacdo exdgena de Adwdsu a inducdo de
brotac6es em fragmentos basais de bulbilhos de @ligoainda resultou
em uma alta porcentagem de formacao de bulbos (Rea\et al., 1993;
Zel et al.,, 1997). Os jasmonatos podem ainda estaplvidos no
processo de formacdo de 6&rgdos de armazenamentogezad,
estimulando a tuberizacdo éntuberosunC. esculenta C. scolymus
(Koda, 1992). Contudo, poucos relatos sdo dedicad®seus efeitos na
micropropagacao do alho, sobretudo, no cultivo @eistemas com o
objetivo de recuperar plantas livres de virus.

Estudos sobre efeitos da aplicacdo exdgda ABA para
micropropagacdo de varias espécies apontam evadeEndd seu
envolvimento no processo de formacao de 6rgaostevas (Kim et al.,
1994; Alizadeh, 1998; Yamazaki et al., 1999; Satoak, 2001),
podendo exercer efeitos estimulatorios em varigsisti morfoldgicos,
fisioldgicos, celulares e moleculares (Parthieal et1992).

Alizadeh et al. (1998) observaram foffigite inibitério do ABA
na micropropagacao d#@oscorea compositgorém, com a presenca de
microtubérculos na base das plantas, fato que oidobkervado no
trabalho de Sato et al. (2001) na regeneragaotro de M. sculenta
Pilet & Barlow (1987) apontam também o ABA como umibbidor do
crescimento da raiz em sistemas de cultimovitro, contrariando
resultados de estudos anteriores que mostram ammentrescimento
da raiz em presenca do ABA, especialmente, quarddouem baixas
concentracfes (Yamaguchi & Street, 1977). Apesa eddéncias
demostradas em outras espécies formadoras de Orghos
armazenamento, ainda ndo h& um concenso cientfamore o
envolvimento do ABA na inducéo e desenvolvimentdddos de alho.

A sacarose é considerada a melhor fomteatbono para cultura
de tecidos de plantasn vitro (George & Sherrington, 1984).
Geralmente, a sacarose € hidrolisada, parcial taintente no meio de
cultura para os monossacarideos glicose e frutpsesdo absorvidos
pelos tecidos da planta. Contudo, poucos traba#mssido dedicados
aos efeitos destes monossacarideos sobre o craszimie espécies
bulbosas. Em plantas de alho regeneradairo, a sacarose é um fator
importante na inducdo de bulbos, segundo variogqussdores
(Nagakubo et al., 1993; Ravnikar et al., 1993; Mobd-Yansseen et
al., 1994).
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Foi demonstrado por Zel et al. (1997)oalia dependéncia da
sacarose para formacao de bulbos na base de piesictapropagadais
vitro. Esses autores verificaram se a combinagcdo de oAd ata
concentracdo de sacarose poderia induzir a formdedulbos a partir
de fragmentos do disco basal de bulbilhos de alfengonstraram que a
adicdo de AJ no meio de cultura com 8% de sacdobsmiperior na
formacao de bulbo.

Nessa mesma linha de estudo, Ravnikar €1993) relataram um
efeito sinérgico entre AJ e sacarose, apenas emarelao niamero de
bulbos formados, ndo afetando o seu diametro, porémaior
concentracao de sacarose (8%), por si s6, aumenmid0% o didmetro
do bulbo em meio sem a presenca de AJ. ApGs o ddsanento
inicial de plantulas de alho em meio contendo Ziftres et al. (2000)
obtiveram bulbilhos com di&metro entre 5 a 8 mm @®io MS
suplementado com 6% de sacarose. O efeito estiteulda alta
concentracdo de sacarose na formacao de bulbo rarfabé@bservado
paraA. cepa(Keller, 1993).

O processo de bhulbificacdo de alfa gativu) parece ser
controlado por fatores ambientais, principalmentgogeriodo e
temperatura, que regulam os niveis enddgenos dstéswins de
crescimento. Temperatura baixa no inicio do pracesslias longos
favorecem a bulbificacdo, enquanto dias curtos demperaturas
elevadas retardam ou inibem este processo (Mergminho, 1997).
Em ambiente de cultivim vitro, a temperatura e a luz desempenham um
papel fundamental, influenciando muitas respostas @lantas
cultivadas, sendo indutores naturais da morfogémelgecrescimento de
plantas (Figueiredo-Ribeiro et al., 2004). Estésrés ndo sé regulam as
taxas de crescimento, mas também a transicdo divieesas fases
vegetativas e reprodutivas durante o desenvolviomghscough et al.,
2008).

De um modo geral, as exigéncias climatitmplantas de alho em
cultivos in vitro, principalmente temperatura, seguem o mesmo padrao
de exigéncia das plantas cultivadas de forma caimeal no campo.
Contudo, a temperatura e o regime de luz das dalasescimento, na
maioria dos laboratérios de cultura de tecidos dantas, sao
padronizadas em funcdo do trabalho com variado e espécies.
Normalmente, a temperatura é regulada em 25Ct & o fotoperiodo
em 16 horas/luz. Dessa forma, para que ocorra endelvimento de
plantas de alho nessa condicdo considerada padifperativo que se
faca a vernalizagdo dos bulbilhos fornecedores eléestamas, visto que
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esta técnica pode substituir as principais exigé&nclimaticas dessa
espécie e estimular a bulbificacéo (Filgueira, }J9particularmente das
cultivares de ciclo tardio do grupo nobre.

Na avaliacdo de periodos de vernalizagabulbilhos de alho no
pré-cultivo de meristemas, visando suprir a demapda baixas
temperaturas, em condicdes de culiivwitro, foi constatado que 60 e
90 dias de vernalizacdo sob temperatura de 4 as&&€ps melhores
tratamentos, por promoverem o maior nimero de lholbipor explante
e o incremento da massa fresca (Yuri et al., 2@P&es resultados séo
relevantes, visto que devemos levar em considerac&o entre 0s
entraves da limpeza de virus por meio da cultunaelgstemas, a baixa
taxa de multiplicacdo dos explantes e o tamanhese peduzido do
bulbo produzido, estédo entre os fatores mais lintéta

Como evidenciado anteriormente, plantasaltie cultivadas no
campo sob condicdo ambiental desfavoravel, séop#zes de
diferenciar células localizadas nas axilas de flltansequentemente,
nao formam bulbos completos (constituidos por thdk). Em plantas
de alho regeneradas vitro a partir de meristemas caulinares, este fato
se constitui também num fator limitante e um gramdsafio na
micropropagacdao do alho, visto que, a diferenciag@io bulbos
regeneradosin vitro, proporcionaria um aumento significativo no
rendimento de bulbilhos-sementes.

Este trabalho teve os seguintes objetiyasraliar a qualidade de
bulbilhos de alho utilizados como fontes de memstg, ii) avaliar os
efeitos de concentracdes e tipos de reguladoresradeimento e de
carboidatros solUveis na inducdo de bulbos eaiigliar o tempo de
vernalizagdo de bulbilhos doadores de meristemaas econdigcbes
ambientais durante as etapas de crescimento dasapia vitro,
especialmente, na fase de formacao do bulbo.

Amostras de plantas provenientes dessssmiosnserdo utilizadas
no capitulo seguinte para analisar as alteracbatdbgenas de
carboidratos sol(iveis e de Acido abscisico, bemocamenvolvimento
desses compostos no processo de bulbificacdo de alh

2. Material e Métodos
Implantacdo dos experimentos

Foram conduzidos cinco experimentos nootatorio de Cultura
de Tecidos de Plantas da Epagri/Estacdo ExperimeertaCacador
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(Cacador/SC). Em todos os experimentos, foranzatibhs bulbilhos de
alho da cultivar “Jonas” (pertencente ao grupo diivares nobre),
como fontes para extracdo dos meristemas.

A concentracdo Unica de BAP (0,1 niy,Lindicada para o
desenvolvimento inicial de 4pices caulinares ngseementos deste
trabalho, foi ajustada como estratégica para evismos durante o
processo de regeneracdo, tais como: vitrificacadipar-hidricidade
dos explantes, muito comum com o uso de altas otnagdes deste
fitorregulador (lvanova et al., 2006). Além dissessalta-se que o foco
principal deste trabalho é voltado, principalmepiEa o entendimento
do processo da bulbificagdo, promovida numa fasstepor ao
desenvolvimento inicial dos explantes.

Experimento 1: Efeito do tamanho do bulbilho fonte de meristema no
crescimento de plantas de alhovitro.

Meristemas com até dois primérdios foliafmsam excisados de
bulbilhos, de tamanho pequeno (1 a 2g), médio 4§)ae grande (5 a
69), previamente desinfestados em alcool 70% (Litmjre hipoclorito
de sddio 1,5% (20 minutos), seguido de tripliceag@m em &agua
destilada esterilizada. Os meristemas foram digesca extraidos de
cada categoria de bulbilho, e submetidos a duas fdes cultivan vitro,

a primeira para introducdo do meristema em meicuira para o
desenvolvimento inicial da planta (Fase de ini@gdcé na segunda fase
para o crescimento da planta, enraizamento e iodie®ulbos (Fase de
bulbificagcéo).

Fase de iniciagcde Para o crescimento inicial, os meristemas foram
introduzidos em tubos de ensaio (15 mm x 100 mmr) 8anl de meio
MS (Murashige & Skoog, 1962), com reducdo de deigos da
concentracdo salina (MS/3), suplementado de vi@snifiTiamina,
Piridoxina, Glicina e Acido Nicotinico), Mio-Inosit (100 mg L),
sacarose (3%), e 6-benzilaminopurina (0,1 iy e geleificado com
agar (0,6%). O pH do meio de cultura foi ajustadeaps.8, antes da
autoclavagem a 1,5 atm por 15 minutos. As cultfoesm mantidas em
sala de crescimento com temperatura de 25 &, 2 fotoperiodo de
16h/luz e intensidade luminosa ajustada para @Djanol de fétons i

s* de lampadas fluorescentes brancas.

Fase de bulbificacéde As plantas, em fase inicial de desenvolvimento
foram transferidas individualmente para tubos dsaien (20mm x
150mm) contendo 8 ml de meio MS, suplementado @enimas, Mio-
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Inositol (100 mg [%), sacarose (3%), e acido naftalenoacético (0,2 mg
LY, e geleificado com &gar (0,6%). O pH dos meioscakura foi
ajustado para 5,8.

Os tratamentos foram constituidos pelasdafegorias de peso dos
bulbilhos. As culturas foram mantidas em sala des@mento, nas
mesmas condi¢cdes de temperatura e fotoperiodoeéstalas para a
fase de iniciacdo, durante 80 dias.

O experimento foi conduzido em delineameseiperimental
inteiramente casualisado, com 20 repeticbes pdantento. Cada
repeticdo foi constituida de um tubo de ensaio gonmeristema.

Experimento 2: Efeito do tipo e da concentracdo de reguladores de
crescimento na inducao de bulbos de athgtro.

Fase de iniciacdea assepsia dos bulbilhos fornecedores de mmeaste
e as condic¢des de cultivo foram as mesmas despdtaso experimento
1.
Fase de bulbificacde Apdés 30 dias, as plantas em fase inicial de
desenvolvimento, foram transferidas individualmepta tubos de
ensaio (20mm x 150mm) contendo 8 ml de meio MSlesugntado de
vitaminas, Mio-Inositol (100 mg ), sacarose (3%), e dos seguintes
reguladores de crescimento de plantas: AIA (Aciddolacético) (O;
1,07; 2,69 e 5,37 uM), AIB (Acido Indolbutirico);(0,49; 0,98 e 2,46
uM), ANA (Acido Naftalenoacético) (0; 1,07; 2,695%37 pM), Al
(Acido Jasménico) (0; 1,0; 5,0 e 10,0 uM) e ABAidacabscisico) (0;
0,38; 1,89; e 3,78 uM). Para cada regulador decionesto testado, os
tratamentos foram constituidos pelos niveis deaunacdo. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento, nas mesoradicdes de
temperatura e fotoperiodo estabelecidas para orimgrdgo 1. Em
ambas as fases de cultivo, o pH dos meios de auitirajustado para
5,8, antes da autoclavagem a 1,5 atm por 15 minutos

O experimento foi conduzido em delineameekperimental
inteiramente casualisado, com 10 repeticbes pdantento. Cada
repeticdo foi constituida de um tubo de ensaio com meristema
introduzido. Os reguladores de crescimento foramalisados
individualmente, como experimentos distintos.

Experimento 3: Efeito do tipo e da concentragdo de carboidratos na
inducéo de bulbos de allfovitro.
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Assim como nos experimentos anteriores, a fatenassepsia dos
bulbilhos, as condi¢gbes de cultivo na fase dedgép e o ambiente da
sala de crescimento do laboratério foram as mesmasfase de
bulbificacdo, as fontes de carboidratos sacardsesg e frutose foram
testadas no meio de cultura nas concentracoes3j&09 e 12%, sendo
0os demais componentes do meio mantidos igualmente d@s
experimentos anteriores. Os tratamentos foram itwigkts dos niveis
de concentracédo de cada tipo de carboidrato utdiz@ experimento foi
conduzido em delineamento experimental inteirameasaialisado, com
10 repeticBes por tratamento. Cada repeticdo futitaida de um tubo
de ensaio com um meristema introduzido.

Experimento 4: Efeito do tempo de vernalizacdo de bulbilhos fodtes
meristemas e do fotoperiodo na indugéo de bulbashdén vitro.

Para a execucdo deste experimento, o §ggocde assepsia, a
temperatura da sala de crescimento e a composigaonmzios de
cultura, nas duas fases de cultivo, foram as messtabelecidas para o
experimento 1. Na fase de iniciagdo, os meristdorasn introduzidos
individualmente em tubos de ensaio (15 mm x 100 mom 3 ml de
meio MS/3, e na fase de bulbificacdo as planteanidntroduzidas em
frascos de vidro contendo 20 ml de meio MS.

Como fonte de meristemas foram utilizaddsilbilhos
vernalizados por periodos de 0, 30, 60 e 90 dias;&mnara fria a €.
Os meristemas provenientes dos bulbilhos vernalzadoram
introduzidosin vitro, e mantidos sob condi¢cdes de fotoperiodo curto
(FC) de 11 horas/luz, ou de fotoperiodo longo (Bk)16 horas/luz,
ambos sob intensidade luminosa de 60 a 70 pmobtdes nf s de
lampadas fluorescentes brancas.

O experimento foi conduzido em delineameekperimental
inteiramente casualisado, em arranjo fatorial 2 X24regimes de
fotoperiodo e 4 periodos de vernalizagdo), com djfeticGes por
tratamento. Cada repeticdo foi constituida de wact de vidro com
trés plantas, sendo que os valores numéricos ageveathvel analisada
foram obtidos a partir das médias de trés plantas.

Experimento 5: Efeito da temperatura e do fotoperiodo na
diferenciacdo de gemas e no crescimento de butbathdin vitro.
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Os procedimentos iniciais adotados negigergnento sdo 0s
mesmos estabelecidos nos experimentos anterioresme&istemas
foram introduzidos em meios de cultura e submetalakias fases de
cultivo.

Fase de iniciacde para o crescimento inicial, os explantes foram
introduzidos em tubos de ensaio (15 mm x 100 mmr) 8anl de meio
MS/3, suplementado de vitaminas, Mio-Inositol (X8 L™), sacarose
(3%), e BAP (0,1 mg 1) e geleificado com agar (0,6%). As culturas
foram mantidas em sala de crescimento com temparadéu20 + 2C, e
fotoperiodo de 11h/luz.

Fase de bulbificacée ap6s 30 dias em meio de iniciacao, as plantas
foram transferidas para frascos de vidro conter@ionRde meio MS,
suplementado de vitaminas, Mio-Inositol (100 mt),Lsacarose (3%), e
ANA (0,2 mg LY. Em seguida as culturas foram distribuidas em
camaras de crescimento, tipo BOD, sob diferentepdaeaturas (5, 10,
15, 20 e 2%C) e fotoperiodo (curto: 11 horas/luz e longo: béab/luz),
permanecendo nessas condi¢cdes durante 30 dias. |éTadap este
periodo, as culturas retornaram para sala de orestdh com
temperatura de 20 £¢.

Em ambas as fases de cultivo, o pH dos smaédocultura foram
ajustados para 5,8, antes da autoclavagem a 1,paatd minutos, e a
intensidade luminosa nas camaras de crescimerdgtadgupara 60 a 70
pmol de fétons s’ de 1ampadas fluorescentes brancas.

Cada combinacéo de nivel de temperaturardeeh de fotoperiodo
foi analisada individualmente, como experimentostinios. Os
experimentos foram conduzidos em delineamento gwrpetal
inteiramente casualisado, com 10 repeticbes pdantento. Cada
repeticdo foi constituido de um frasco de vidro ctnés plantas
introduzidas, sendo que os valores numéricos de \catfivel analisada
foram obtidos a partir das médias de trés plantas.

Analises estatisticas

Os dados tabulados de todos os experimdatam sumetidos as
analises de variancia (teste F), exceto as vasiddenero de bulbos por
planta e porcentagem de bulbificagdo que foram stiles a analise
nao paramétrica (teste Kruskal-Wallis) por néo rterapresentado
distribuicdo normal para nenhum dos fatores testaHoi utilizado o
programa SAS (versao 9.0), e as médias comparattagegte de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.
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Para garantir o nimero suficiente de iefes, estabelecidas para
cada experimento, foram introduzidos, no minimaceai unidades
experimentais adicionais para cada repeticao.

As variaveis analisadas foram: nimero débds por planta,
porcentagem de bulbificacdo, diametro de bulbosmé®gsca de bulbo,
altura de plantas, nimero de raizes por plantaneeride folhas por
planta.

3. Resultados e Discussao

3.1. Efeito do tamanho do bulbilho fonte de meristeas no
crescimento de plantas de alhin vitro.

Os resultados demonstraram que os babitte alho grandes,
com peso entre 4 a 5g, foram as melhores fontedodas de apices
caulinares para regeneragdo de plantas de aihovitro, pois
possibilitaram a formacao de bulbos de maior pes@metro, sendo
essas as Unicas variaveis onde ocorreram efeitpsficativos de
tratamento (Tabela 1).

Tabela 1- Resumo das andlises de variancia e ndo paramgaia nimero
de bulbos por planta, bulbificac@o, didmetro debbut massa fresca de
bulbo, em fungdo do tamanho de bulbilhos de alhtivau “Jonas”
utilizados como fontes de explantes, cultivados regio de cultura de
Murashige e Skoog (1962), durante 110 dias. Ca¢c&d2r2011.

Tamanho do Niimero de Porcel?ragen‘l Diametro de Massa fresca
‘ bulbos por de bulbificagio
bulbilho P bulbo (mm) de bulbo (mg)
planta (%)

Grande 1.50 100.0 5.87a 22640 a
Médio 1.55 100,0 5,68a 188,40 b
Pequeno 1,60 100,0 537b 190,06 b
Meédia 1,55 100.,0 5,64 201,62
Teste F - - 11,04 == 10,41 =~
Teste de
Kruskal-Wallis 0.22 ns j
C.V. (%) 37,0 0,0 6,1 4,3

** Teste F significativo (R0,01); ns = teste néo significativo (P>0,05); Média
seguidas pela mesma letra na coluna néo diferema sinpelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade de erro.
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Este fato é relevante na micropropagacaalido, visto que, em
bulbilhos maiores a excisdo do meristema poder&resdizada com
maior precisdo, no entanto, a manipulacdo de rahtgdgetal de
grandes proporgcdes, mesmo em ambiente asséptice, faworecer
também uma maior taxa de contaminacéo das culturas.

3.2. Efeito do tipo e da concentracdo de reguladaealo crescimento
de plantas na inducéo de bulbos de alha vitro.

Devido ao baixo niimero de concentrac@ssRICPs utilizadas, e
ao fato de as mesmas ndo serem equidistantes,ustesajpara as
regressdes polinomiais ndo foram significativossids a comparacao
de médias pelo teste de Tukey apenas, indicou sanaéise mais
adequada.

O melhor resultado para numero de bulbms glanta (1,6) e
porcentagem de bulbificagdo (100%), foi observadango se aplicou
1,07 uM de ANA, seguido do AJ que adicionado acondei cultura na
concentracdo de até 5 pM promoveu incrementos sldsses variaveis.
(Tabela 2). De um modo geral, essas duas vari@ugisuiram com o
uso de concentracbes crescentes dos RCPs, chegaridibi-las
completamente com o0 uso de ABA na concentracaq/@g 1.

Nao ha ainda um consenso cientifico sabenvolvimento do
ABA na inducédo e formacdo de 6rgaos de armazenamiauindo
bulbos em espécies do génektlium. Kim (1994) verificou que a
adicdo de ABA em meio de regeneracdo de plantaslillam
speciosumgausou inibicdo do crescimento da parte aéreanparéo
impediu a formacdo de bulbos nessa espécie. Contlap esta
afirmativa, Yamasaki et al. (1999) relatam que oAAB&o esta
diretamente associado com a inducéo de bulbos @megldé\. wakagi
micropropagadais vitro.

Em espécies de outros géneros, comdigacinthus orientalisa
regeneracédo e crescimento de bulbilhos diminuiyeoporcionalmente
com aumento da concentracdo de ABA (Pierik & Stesgn1975),
fato igualmente observado por Cheesman et al. 2@ E.
ZambesiacaNo presente trabalho o ABA apresentou efeitos menos
satisfatérios em relacdo aos outros RCPs, tendaiormumero de
bulbos (0,7) e a maxima porcentagem de bulbificaé®86), obtidos
com o menor nivel de concentragdo utilizada (0,38uM
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Tabela 2 — Efeito da concentracdo dos reguladores de anestd AlA,
AIB, ANA, ABA e AJ nas variaveis nimero de bulbosr pplanta,
porcentagem de plantas com formacgéo de bulbosgetli@rde bulbo, massa
fresca de bulbo, altura de plantas, nimero deggiae planta e nimero de
folhas por planta de alho cultivar Jonas, ap6s dia8 de cultivan vitro,
em meio de cultura MS. Cacgador, SC, 2011.

Concentragdo Niimero de Didmetro Massa Altura de Numero de Nimero de
de RCPs bulbos por bulbificagio de(bulbo fresca de plantas raizes por folhas por
(uM) l)lalltap1 (%) (mm)? bulbrz (em)” planta® plantas’

(mg)”
Experimento 1 (ATIA)

0 0,40 B 30,0 B 3.88¢ 1552 ¢ 4,704 1,00¢ 3,000
1.07 0,90 ap 70,0 af 6.10a 1972a 934 ¢ 9.10a 420a
2.69 1200 100.0 « 5.54b 1882ab  1125b 8.80a 420a
5.37 0,50 af 40,0 of 526b 179.2b 12644 5400 4,10a

CV (%) 472 314 5.8 6.2 5,1 22,1 193
Experimento 2 (AIB)

0 0.40 30,0 3.88 1552 ¢ 470 ¢ 1,00 ¢ 3.000
0.49 0.80 60,0 420 1827 a 11.50a 8.10a 4.10a
0.98 0.40 40,0 3.92 1612bc  11.94a 6,90 a 3.90a
246 0.20 10.0 4,10 177.5 ab 6.53b 3.60b 2800

CV (%) 48,1 33.0 7.8 49 9.7 27,7 17.7
Experimento 3 (ANA)

0 040 B 30,0 B 3.88b 155.25 ¢ 470 ¢ 1,00b 3,000
1.07 1,60 a 100,0 @ 6.37a 213,00 a 9.77b 730a 390a
2.69 1.00 op 70.0 af 6.33a 20540a  10.29ab 7.10a 433a
5.37 0,70 af 60.0 ap 4,041 169.29b 1083 a 7.80 a 4,00 a

CV (%) 28,3 65.9 49 34 6.2 192 17.2
Experimento 4 (ABA)

0 0,40 af 30,0 ap 3.88a 155.25 4702 1,00 ¢ 300a
0.38 070 a 60,0 o 3.47b 145,43 5,164 3.90b 3404
1.89 0.30 of 30.0 of 3.57 ab 143.33 4110 550a 2.70 ab
3.78 0,00 p 0.00 nd nd 283 ¢ 1.90 ¢ 1,67b

CV (%) 85.0 72,7 6.4 43 10.4 36.9 23.2
Experimento 5 (AJ)

0 0,40 B 30,0 3.88b 155.25b 4,70 ¢ 1,00b 3,00 ab

1 0,60 af 60.0 uf 327¢ 140.00 ¢ 753a 230b 340a

5 140 q 1000 o 538a 215.60a 7.39a 5,60 a 3.20a

10 0,70 af 50.0 ap 3.56bc  104,00d 5430 6,20 a 2200
CV (%) 441 73.5 43 4.0 7.0 495 237

Teste , significativo (0,05); ? Teste F significativo (#0,05); nd n&o
determinado. Médias seguidas pela mesma letraloaacoédo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. &ésleguidas pela mesma letra
grega na coluna néo se diferem pelo teste de Kr\Mgalis duas a duas, a 5% de
probabilidade de erro. RCPs: reguladores de crestonde plantas; AlA:
acidoindolacético; AIB: &cidoindolbutirico; ANA: i@lonaftalenoacético; ABA:
acido abscisico; AJ: acido jasménico.
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Houve efeito significativo das concentrac@ms RCPs para as
demais variaveis analisadas pelo teste s)(INovamente o ANA, na
concentracdo de 1,07 uM, promoveu o melhor resyltad
particularmente para as variaveis diametro e massaa do bulbo.
Verificou-se, ainda em relacdo ao ANA, que nasavais nimero de
raizes por planta e numero de folhas por plantacaaEentracdes
utilizadas resultaram em diferencas significati@penas em relagéo ao
tratamento controle. Apesar da auséncia de RCP @io de cultura
(tratamento controle), houve resposta no crescimegta a maioria das
varidveis estudadas. De acordo com Kerbauy (12@®es caulinares
possuem competéncia e determinacdo para cresciméesole que
sejam fornecidas as condi¢cdes necessarias deawti¢uminosidade.
Segundo esse mesmo autor, auxinas e citocininasgends sao
sintetizadas pelos primordios foliares dos apicadirares e radicula,
respectivamente, e podem suprir a demanda parairoego e
enraizamento.

As auxinas AlA e AIB promoveram aumenta@disfatorios do
numero de raizes por planta em concentracdes ragiasb Entretanto,
ocorreram diminui¢cdes significativas sob o efegocdncentracdes mais
elevadas, particularmente com o suplemento de 2M6de AIB no
meio de cultura, que ainda resultou num expressivoero de plantas
com formacgdo de calo na base. A promocdo de ermaita por
auxinas também tem sido relatado com sucesso pdirasocespécies
bulbosas, comdNarcissu spp.(Hosoki & Asahira, 1980; Seabrook,
1990), e para raizes @& esculentgSato et al., 2001). Neste trabalho,
consideramos que 0s niveis das auxinas contidaseim para inducao
de bulbo, proporcionaram tanto o bom crescimentsistema radicular
guanto da parte aérea (Figura 1).

O meio com auséncia de auxinas (tratameomdérole) promoveu
maior crescimento da parte aérea (4,7 cm) em elasaraizes. Em
outras espécies regeneradasitro, como ermRubus spp a auséncia de
auxina em meio de cultura ndo inibi o nUmero egdomento das raizes
(Radmann et al., 2003). Esta condicdo, segundog8estr al. (2008),
pode também estimular o crescimeimwitro da parte aérea de plantas,
fato ndo verificado no presente estudo. E comuntrecaespostas
diferenciadas a auxina entre e dentro de espéuisey (1982) relatou a
variagdo genética na sensibilidade de cultura o@$deNarcissus spp.
para reguladores de crescimento das plantas, amtetdiversas
cultivares dessa mesma espécie, utilizadas nosiegueos de Chow et
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al. (1992), responderam de forma semelhante aogneatos
instituidos.

Figura 1 - Plantas de alho cultivar Jonas na fase de licdg#io,
cultivadas em meio de MS contendo AlA)(e ANA (B), com a
indicacao de formagdo de microbulbos e raizesasa Has plantas
(seta branca). Cacador, SC, 2011.

O ABA adicionado no meio de cultura de fidagdo promoveu o
menor crescimento da parte aérea, revelado peleaalte plantas e
numero de folhas, o que sugere um efeito inibitdegsse hormdnio no
crescimento de plantas de almovitro. A amplitude de variagdo da
altura de plantas foi de 2,33 cm, com o maior valer5,16 cm,
alcancado com a aplicacao de 0,38 uM de ABA, porgm,diferiu do
tratamento controle (4,7 cm).

E reconhecido que os jasmonatos apremeat@es bioldgicas
bastantes semelhantes atribuidas ao acido abscisitno efeito
inibitorio do crescimento vegetal (Parthier et #892). No entanto, da
mesma forma descrita para o ABA, 0s jasmonatoserdigndo da
concentracdo empregada, podem também exercerseésitionulatorios
em varios niveis: morfoldgicos, fisioldgicos, cahdls e moleculares
(Parthier et al. 1992).

No presente estudo, o aumento das otragées do acido
jasménicoo até o nivel de 5uM apresentou efeitoitipos no
crescimento da maioria das varidveis analisadas.oBtvo lado, a



97

concentracdo de 10 pM ndo induziu os efeitos edpsgranclusive,
inibindo o crescimento da parte aérea, caractayipatb baixo nimero

de folhas e reducdo na altura das plantas. Héseth que o Acido
Jasménico aumentou a inducao e tamanho de bulbds eativumcv.

Ptuj (Ravnikar et al., 1993) M. triandrus (Santos & Salema, 2000).
Este mesmo hormonio, porém, ndo estimulou formadedbulbo ent.
zambesiacaem nenhuma concentracdo utilizada (Cheesman gt al.
2010).

Diferentemente do resultado obtido pdrezal. (1997), no qual a
formagcdo de raizes em plantas de alho regeneradpsrta de
fragmentos do disco caulinar foi inibida na presetie¢ AJ, no presente
trabalho, o nimero de raizes por planta manteverimentos até o nivel
de 10 pM de AJ. Estas variacbes podem ser atribuddafato de
diferentes espécies e/ou secgbes de varios orgdesrem em sua
habilidade de produzir substancias de crescimemidgenas ou estas
diferirem na sua concentragdo no momento do isalEméHempel,
1979).

Com o objetivo de testar o efeito da aiitma no meio de
bulbificacdo, uma concentracéo fixa de 4,44uM dé’Baéi combinada
com AIA, AIB, ANA e AJ nas concentracBes que prosrawn 0S
melhores resultados no experimento anterior (Takela

A adicdo de BAP no meio de cultura panecepromovido um
efeito sinérgico com AIB, ANA e AJ sobre a variaméimero de bulbos
por planta, sendo o efeito mais notavel quando siunai foi de BAP
com AJ, promovendo um incremento de 23,5% sobre estiavel.
Entretanto, observou-se uma reducdo significativadiimetro e do
peso de massa fresca de bulbos quando BAP foioadidd ao meio
com ANA e AJ, ao passo que, a combinagdo BAP + Ai¥émoveu
aumento de peso da massa fresca de bulbo na osdéé2abo.

Efeitos favoraveis da interacdo de BARNcauxinas também
foram observados em outras espécies. Dabrowski l.et(1892)
utilizaram auxinas com producéo de bons resultpdos a formagéo de
bulbos delilium, no entanto, a adicdo de citocininas no meio atouen
a capacidade de regeneracdo de explantes. Resuttan@lhantes aos
gue foram observados no presente trabalho, Yi é2@02) constataram
que o meio com ANA associado a BAP tiveram a maa de
crescimento e regeneracdo de bulbilhosHenorientalis comparado a
uma mistura de AIA com a mesma citocinina.
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Tabela 3— Efeitos da combinacdo do BAP com as auxinas AllB,
ANA, e AJ sobre as variaveis numero de bulbos planta,
porcentagem de plantas com formagéo de bulbosetliérde bulbo, e
massa fresca de bulbo de alho cultivar ‘Jonas’s 4d® dias de cultivo
in vitro. Cacgador, SC, 2011.

Reguladores de crescimento (M) Il:lxllllwloelopij Blllbfm?gﬁo Dlﬂﬁelgg e I\IISZSSLHEZM
planta’ o (mm) (mg)
BAP AIA AIB ANA AJ
0 0 0 0 0 0.50 0.40 4.16d 1362 ¢
0 2.69 0 0 0 120« 1000« 5.54 be 188.2¢
4,44 2.69 0 0 0 1.00 a p 1000 « 5.93b 209.5a
0.0 0 0.49 0 0 0.80ap 60,0 p 420d 182.7d
444 0 049 0 0 0.90 o p 80.0 a p 4284 186.9 cd
0 0 0 1,07 0 1.60 « 1000 o 6.37a 213.0a
4,44 0 0 1.07 0 1.80 @ 1000 o 576 b 196.1b
0 0 0 0 5.0 1.30 B 1000 « 538¢ 215.6a
4,44 0 0 0 5.0 1.70 1000 o 478 e 211.1a
CV (%) 413 375 22.2 3.7

Y Teste F significativo @),01);? Teste, significativo (%0,01). Médias

seguidas pela mesma letra na coluna nado diferere shfpelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Médias segupkla mesma letra
grega na coluna néo diferem entre si pelo test&rdskal-Wallis duas a

duas, a 5% de probabilidade de erro.

E geralmente aceito que a proporcdo de citocinara puxina é
um determinante critico da organogénese em plantaltlra de tecidos
(Xu et al., 2008). A dependéncia de citocinina paigacado de brotos,
nas fases iniciais de crescimento, ja € um fatofiromedo na
micropropagacdo do alho. Porém, efeitos estimutstoisobre a
producdo de bulbos também foram detectados nossrdeicultura de
bulbificagdo suplementados com BAP.

3.3. Efeito do tipo e da concentracdo de carboidras na inducdo de
bulbos de alhain vitro.

As varidveis numero de bulbos por planta, porcemeagle
bulbificacdo e diametro e massa fresca de bulbgoreeram
positivamente ao aumento da concentracdo de sacarde frutose no
meio de cultura até o nivel de 9%, exceto o narderbulbos por planta
gue teve o valor maximo de 1,6 bulbos, alcancado 8% de sacarose
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(Tabela 4). Em oposto ao verificado com o uso do$e, o nUmero de
bulbos por planta reduziu & medida que a conceitrde sacarose foi
utilizada em niveis acima de 3%, apesar das difeeemdo terem
apresentado significancia estatistica. A alta catnaedo de carboidratos
utilizada (120g [*) diminuiu significativamente o tamanho e peso de
bulbos, no entanto, nessa concentracdo, as tréssfde carboidratos
suportaram o crescimento de explantes e estimulardnalbificacéo.
Com relagdo aos efeitos da glicose, houve respastpsficativas
apenas para as variaveis diametro de bulbo, aliglantas e nimero
de folhas por planta, até o nivel de 6%. Apesandte significativo,
houve uma tendéncia de incremento do nimero dedpibr planta até
a concentracdo mais alta desse monossacarideo.

Parece haver uma tendéncia para a formacdo de sOmgio
armazenamento na medida em que se aumenta a adectrboidratos
em meios de cultura. Hauser & Horn (1991) obsemara incremento
na indugéo e no peso de rizomas de Sparaxis cqiicagdio de niveis
crescentes de sacarose, de 2 a 10%. Em muitos essaanto, pode
haver uma inversao, onde o nimero ou tamanho d@®®de reserva
séo afetados, o que parece ter ocorrido no presstutdo, em relagcéo ao
uso de concentracdes crescentes de sacarosergien é observado
em outras espécies. EW. vanderspuyia®@ aumento dos niveis de
sacarose de 3% a 9% diminuiu a frequéncia de imddgarizomas,
porém, teve peso de massa aumentada (Ascough, €08B). Em
culturas deLachenalia sppo aumento da concentracdo de sacarose de
3% para 6% ndo aumentou a producdo de bulbos, noasopeu o
aumento do seu tamanho (Slabbert & Niederwiese®)1&tes autores
relatam ainda que na concentracdo de 12%, alénredg@éncia de
inducdo, o crescimento do rizoma foi significativeante inibido.

Resultados semelhantes aos encontradds trabalho foram
observados em outras espécies, em relacdo aassaleituso de niveis
crescentes de frutose sobre a inducdo de butbegro. Bach et al.
(1992), testaram os efeitos de diferentes fontesadeoidratos sobre a
formacdo de bulbos dd. orientalis usando folhas como explantes e
constataram que meios com 30¢" lde frutose produziram mais
bulbilhos. O uso de concentracdes crescentes dosmssacarideos
frutose e glicose, isoladamente, ou em misturanegjar estimularam
maior produgdo e acumulo de massa seca de bulbNarde&ssus spp.
(Staikidou et al., 2005). Em contribuicdo a estastatacdo, Cheesman
et al. (2010) relatam que a frutose foi o melhaobearato para inducdo
de bulbilhos dé&. zambesiagaem particular a 30gL
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Tabela 4 - Efeito das concentracbes de sacarose, frutogkc@se nas
variaveis nimero de bulbos por planta, porcentaglEmplantas com
formacéo de bulbos, didmetro de bulbo, massa frdschulbo, altura de
plantas, numero de raizes por planta e numeroldasf@or planta de alho
cultivar ‘Jonas’, ap6s 110 dias de cultinovitro. Cacador, SC, 2011.

Carboidrato Numero de Bulbificacio Diametro de  Massa fresca Altura Nimero Numero de
) bulbos plor () ! 7 bulbo de bulbo de plantas  de raizes folhas por
(%) planta (mm) (mg) (em) por planta plantas
Sacarose
0 0.60 p 60,0 a 3.80d 66.1 ¢ 512d 2.60b 2.30¢
3 1.60 o 1000 @ 5.64c¢ 220401 10.16 b 6.80a 3.90 ab
6 1.50 af 100.0 728a 261.6a 11.38a 7.00a 4.20a
9 1.10 af 1000 7.40a 276,0a 10,50 ab 6.83 a 4,10 ab
12 0.80 aff 70.0a 6.48b 22820 8.98 ¢ 7.75a 3.50b
CV (%) 56.2 36.8 35 44 6.1 143 143
Frutose
0 0.60 p 60.0 a 3.80d 66,0 ¢ 512¢ 2.60b 230b
3 0.90 off 900 a 5.18¢ 2504 ab 1092 b 5.80a 4,00 a
6 1.30 ap 900« 6.42 ab 246.0 ab 11.66a 5,60 a 3.60a
9 1.80 a 100.0 @ 6.98 a 2616a 12,16 a 6.80 a 3.80a
12 1.60 a 1000 @ 6.14b 2208b 13.14 a 7.20a 4.20a
CV (%) 58.1 347 5.4 9.3 85 19.9 17.5
Glicose
0 0.6 60,0 3.80cd 66,1d 5.12¢ 2.6b 23¢
3 0.8 70,0 4,54 be 243,0a 7.85b 6.6a 34b
6 0.7 60,0 580a 248,0a 10,74 a 6.6a 43a
9 11 100.0 476 b 178.6 b 10,84 a 6.8a 4.1 ab
12 1.2 60.0 3.64d 140.8 ¢ 11.10a 64a 4,0 ab
CV (%) 26.9 64,9 9.5 9.8 7.8 15.2 16,2
NS NS

Y Teste? significativo (0,05);? Teste F significativo (0,05); NS: Teste F

ndo significativo (P>0,05). Médias seguidas peksmma letra na coluna nao
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de [mitidade de erro. Médias

seguidas pela mesma letra grega na coluna naesendipelo teste de Kruskal-
Wallis duas a duas, a 5% de probabilidade de erro.

Uma possivel razdo para as respostaaglespécies pode estar
relacionada com a selecdo da fonte de carbono plelata. Ao
selecionar uma fonte de carbono facilmente metadbadi, como frutose
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ou glicose, a planta conserva a energia necespara hidrolisar
sacarose e disponibilizar energia para o crescon(@meekens, 2000).

Especulacbes existem sobre como a elevalgd niveis de
carboidratos impactuam na formacdo e no crescimdat@drgao de
armazenamento. As principais hipGteses correntes($i O aumento
dos niveis de hidratos de carbono resulta na disiidade abundante
de energia (melhora no fornecimento) que pode Bkrada para a
inducdo e crescimento, e (2) aumentar os nivesadmidratos resulta
no aumento da osmolaridade do meio, criando assirtipo de “stress”
no ambiente, que leva, como uma resposta, a indde&dorgdos de
armazenamento. Esta Ultima questdo tem sido pouastigada em
espécies bulbosas, entretanto, Staikidou et aD5(28ugerem que o
fornecimento de carboidratos pode ser mais impmtalo que a
osmolaridade para a inducdo de bulbos. Pesquisaforads sdo
necessarias para determinar se isto é verdadeiaoogpdros géneros e
espécies de familias diferentes.

A andlise de regressao polinomial reveloomportamento
quadrético (R0,05), do diametro de bulbo, massa fresca de balhoa
de plantas, e nimero de folhas por planta, em fudedconcentracfes
de sacarose (Figura 2). Apesar de se tratar deefatguantitativos,
houve ajustes para regressao apenas para estagigri

O modelo estimado permite afirmar que o iméaxdiametro
(7,2mm), o maximo teor de massa fresca do bulb®,§28ng), a
méaxima altura de plantas (11,5 cm) e o maximo nander folhas por
planta (4,3) seriam atingidos, teoricamente, comcamcentracdo
estimada de 8,1%; 7,8%; 7,1%, e 7,1% de sacaemsmectivamente.

Na Figura 3, sdo apresentados os ressltads analises de
regressao, também de comportamento quadratico, giamaetro de
bulbo e massa fresca de bulbo, em funcdo de coacées de frutose.
Os méaximos valores com as respectivas concentraggieaadas de
frutose (entre parénteses) foram: 6,7 mm de di@n(@16%) e 278,8 mg
de massa fresca do bulbo (7,6%).

Embora a frutose tenha demonstrado potepaia o crescimento
de bulbos de alhim vitro, em concentracdes mais elevadas, a sacarose
proporcionou os resultados mais importantes nosguefere a taxa de
bulbificacdo, apresentando taxa de 100% j& a pdaticoncentracao
minima utilizada (30g £), o que é relevante do ponto de vista de custo
na micropropagacao.

Os resultados obtidos com concentrac@seéas de carboidratos
em meios de cultura para bulbificacdo tém sido tadzss com
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frequiéncia para véarias espécies bulbosas, particefde quando a
sacarose é a fonte principal de carbono. O aumedicional no
tamanho e peso do bulbo é desejavel do ponto de pigtico na
micropropagacdo, pois a produgcdo de bulbos maiewds perdas,
muito comuns durante a aclimatizacao de plantésy ale favorecer o
intercambio de germoplasmas (lllg, 1995). Contudsto pode
apresentar algumas implicacdes para os sistemasialepropagacao
dessas espécies.

75 300
7,04
6,5
6,09

554

i
o
=]

5,04

Diametro de bulbo (mm)

Massa fresca de bulbo (mg)

454

=
o
S

y=3,751+0,854x-0,05HR°=0,96 **

404 y=72,923+53,740x-3,428:8=0,97 **

35 T T T T T 50 T T T T
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12

Concentragéo de sacarose (%) Concentragéo de sacarose (%)
12 45
uq{ C
.
< 40

104 ® £
_ S
£ =8
S =
g % Y S 354
S <
2 8 <
® =
= 2 30
© !
5 °
2 5]
< £

6 E
251 Y=2,394+0,544x-0,036&=0,64 **
5 b y=5,450+1,715x-0,12HR?=0,01 ** .
4 T T T T T 2,0 T T T T T
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Concentragéo de sacarose (%) Concedntragao de sacarose (%)

Figura 2 - Regresséao polinomial para didmetro de bulbp (hassa fresca
de bulbo B), altura de plantaLZ), e nimero de folhas por planta de alho
cultivar ‘Jonas’D), em fungéo de concentracBes de sacarose.

As vantagens do aumento do tamanho podem ser ceags
por efeitos adversos sobre dorméncia, como umaa®@la@ntre o
fornecimento de sacarose e dorméncia de bulbofadoedemonstrada
para espécies délarcissus spp Squires et al. (1991) relataram
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retardamento de dorméncia de bulbodNdecissus sspuando a oferta
de sacarose foi aumentada em cultimovitro. Da mesma forma,
bulbilhos de N. bulbocodium aumentaram de tamanho por duas
passagens em meio de cultura contendo 9% de sacaens apresentar
sinais de dorméncia, tendo na sequéncia desencadmadprocesso
precoce de florescimento (Santos et al., 1998)gaof2009) observou
um retardamento do inicio de senescéncia de pldetatho cultivadas
in vitro, associando esse fato ao fendmeno da dorméncialodeo
fornecimento de altas concentragbes de sacorose,atptariam o
conteudo de outras substancias na planta, e ocforesto continuo de
outros nutrientes.
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Figura 3 - Regresséo polinomial para didametro de bulbo (A)assa fresca

de bulbo (B) de plantas de alho cultivar ‘Jonasi,fancdo de concentracdes
de frutose.

No presente trabalho, ap6s um periodo dedié8 de cura,
detectou-se um elevado nimero de bulbilhos chog¢daslos nédo
tabulados) provenientes do cultivo em meio com eotracéo elevada
de sacarose, entre 90 a 120g L-1, (Figura 4). faste também foi
observado por Longo (2009) e, se constitui em raaispercalso no
sistema de micropropagacao do alho.

Os efeitos adversos de suplementos adisiot@ sacarose em
meios para regeneracdo de plantas de alho demanstsar relevantes,
particularmente sobre o desenvolvimento da dorraéaca qualidade
dos bulbos. Assim, sugere-se mais pesquisas paesieeimentos desse
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fendbmeno, objetivando melhorar o sistema para dugéo de bulbos
em grande escala.

0% Sacarose 3% Sacarose 9% Sacarose
Figura 4 - Microbulbos de alho cultivar Jonas, regeneraéios meio de

cultura sob diferentes concentracdes de sacarase:B,0 cm. Cacador, SC,
2011.

3.4. Efeito do tempo de vernalizacdo de bulbilhosoddores de
meristemas e do fotoperiodo na induc&o de bulbos déoin vitro.

Na Tabela 5 é apresentado um resumo ddiseande variancia e
nao paramétrica, indicando uma maior importanciavemalizacdo
sobre os parametros de crescimento do bulbo.

Observou-se efeito simples da vernalizagélore o numero de
bulbos por planta e sobre o didmetro de bulbos.o@portamento
quadrético (R0,05), revelado pela regressédo polinomial, mostia @
numero maximo de bulbos por planta (1,8) foi edfioneom a aplicacdo
de 72,9 £ 73) dias de vernalizacdo dos bulbilhos fornecedate
meristemas (Figura 5-A) e o diametro maximo de dykh6 mm) foi
estimado com a aplicacdo de 4478 45) dias de vernalizacdo dos
bulbilhos (Figura 5-B).

Resultados semelhantes foram obtidos/pdret al. (2005) para
cultivar de alho “Roxo Pérola de Cacador’, ao olm®m um
comportamento linear para numero de bulbos em fudgatempo de
vernalizagédo, sendo 90 dias o periodo que promoveaior incremento
(1,81 bulbos). Por outro lado, o0 numero de bultmspianta observado
no presente trabalho (1,79), é inferior ao observadtrabalho de Rossi
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et al. (1995) que obtiveram uma proliferacdo no enande bulbos de
1:4 para cultivar de alho “Piacentiano Bianco”. oo, deve-se levar
em conta que essa comparacdo diz respeito apenmsgyr@itude dos
dados obtidos, uma vez que as cultivares suprdastaxdo foram
utilizadas no presente trabalho.

Tabela 5 — Resumo das andlises de varidncia e ndo pareandidara
nimero de bulbos por planta, bulbificagéo, diamde&dulbo, massa fresca
de bulbo, altura de plantas e nimero de folhasusrpab do fotoperiodo e
do tempo de vernalizacdo de bulbilhos de alhowairltiJonas’. Cacador,
SC, 2011.

Massa

Numero de . _ Diametro N Altura de Numero de
Niveis dos fatores bulbos por Eulb(xic)agao de bulbo irzi;s:e plantas folhas por
planta (mm) (mg) (cm) plantas
Fotoperiodo
Dias curtos 1.20 783 5.20 194.7 9.74 44
Dias longos 1.40 85.0 5,38 199.7 9.56 4.4
Vernalizagao (dias)
0 0340 26.7p 4340 1793 10,97 4.5
30 1.50a 100.0 « 6.35a 2133 9.47 43
60 1.58 a 100.0 « 6.33a 220.8 9.22 4.6
90 1.79a 100.0 @ 4300 1754 8,95 43
Meédia 1,30 81,7 5,33 1972 9.65 4.4
Fotoperiodo (FP) 2,68 NS - 3,24 NS 637 * 4,53 % 0,06 NS
Vernalizagdo (V) 30,02 * - 440,64 * 136,93 * 120,75 * 0,51 NS
FPxV 0,10 NS - 1,75 NS 4,75 = 7,06 * 0,82 NS
Kruskal-Wallis - 38,26 §§ - - - -
C.V. (%) 28.9 17.7 33 3.2 2.7 14.9

* Teste F significativo (R0,05); §8 Testg’ significativo (0,01); NS:
Teste F ndo significativo (P>0,05). Médias seguidels mesma letra na
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukéfpade probabilidade de
erro. Médias seguidas pela mesma letra grega naaxoldo diferem entre
si pelo teste de Kruskal-Wallis duas a duas, a 8%rdbabilidade de erro.

Houve interacdo entre fotoperiodo e akigacdo para massa
fresca de bulbo e altura de plantas (Tabela 5jcando dependéncia
entre esses fatores. A massa fresca maxima estideadalbo (223,6 e
220,4 mg) foi obtida com 44,8 e 44,6 45) dias de vernalizacéo,
respectivamente para dias curtos e dias longosirgrig-A), reduzindo
conforme o aumento do periodo de vernalizagdo #&r pdw valor
estimado de 45 dias, mais sensivel sob fotopedodo. Este resultado,
porém, é contrario ao que foi obtido por Yuri et @005), quando
concluiram que 90 dias em camara frigorifica a 642 tratamento de
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vernalizacdo mais eficaz, por proporcionar, alémragor nimero de
bulbos por apices o0 maior peso de massa fresdaléotalbos.

25 7,0
y=0,4005+0,0385x-0,0003=0,68 ** A 65

< 20 ,
s —
= . E
s . E 60
215 . 2
8 >
S o
E ® 55
€ 10 £
s § 50
fzé a

o8 K 45

y=4,341+0,101x-0,005R*=0,97 **
0,0 : : : : 4,0 - - - -
0 30 60 90 0 30 60 90
Periodo de vernalizagéo (dias) Periodo de vemalizagéo (dias)

Figura 5 - Nimero de bulbos por planta (A) e diametro déd(B) de alho
cultivar ‘Jonas’ em funcao do periodo de vernabizagos bulbilhos fontes de
meristemas. Os valores sdo médias dos dois fotmmariutilizados.

Outra constatacdo deste trabalho fdin@nuicdo na altura de
plantas, observada conforme se aumentou o periedeeihalizacéo,
nos dois regimes de fotoperiodo. Sob fotoperioddocteduziu e
estabilizou-se a partir dos 63 dias de vernalizag@bor estimado),
enquanto, sob fotoperiodo longo, continuou dimidairaté 90 dias
(Figura 6-B). Exceto para o controle, todos os atrento
proporcionaram bulbificagdo em 100% das plantadependente do
fotoperiodo utilizado, ndo havendo, portanto, vai& que justificasse
uma analise de regresséo.

240 115
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©  Dias longos y=10,747-0,0370x+0,0001%%=0,86 **
160 8,0
0 30 60 9 o 30 60 90

Periodo de vernalizagéo (dias) Periodo de vemalizacéo (dias)

Figura 6 - Massa fresca de bulbo (A) e Altura de plantasd® alho cultivar
“Jonas”, em fungéo do fotoperiodo e do periodo et@alizacdo dos bulbilhos
doadores de meristemas.
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A vernalizagcdo de bulbilhos fornecedores de exptamiara o
cultivo de plantas de alhim vitro é indispenséavel para promover a
inducéo e crescimento de bulbos, visto que as ¢oesliclimaticas em
ambientes de laboratério fogem do padréo exigide @dtura do alho.
Embora os resultados aqui apresentados sejamnifera bulbos de
alho provenientes da cultura de tecidos, em algspectos os mesmos
podem ser comparaveis a resultados de pesquiszadza a nivel de
campo. Por exemplo, a vernalizacdo de bulbilhoseséss reduziu a
producao e peso médio de bulbos a campo (Carvalab £80; Silva
et al., 2002), além disso, proporcionou reducdocitto de varias
cultivares, conforme observado por Zing (1963),valio et al. (1980),
Silva (1982) e Silva et al. (2002).

Um outro aspecto importante a ser desia diz respeito a
formacdo do bulbo em sistemas de cultivo. O dedeinvento de um
bulbo pode ser expresso pela razao bulbar (RB)gcqueelacao entre o
didmetro da base do pseudocaule e o maior diardattmse, ou seja,
guanto menor for a raz&o bulbar, melhor serd aocoazéo do bulbo.

Alguns autores consideram o valor d&ieabulbar (0,5) como
referéncia para indicar o inicio do processo déifichcao, relatado
para bulbos de cebola (Tesfay et al., 2011) e de @urba, 1983).
Segundo Mann (1952) a relagdo bulbar inferior a MBica
intensificacdo na formacg&o do bulbo e valores iofes a 0,2 indicam
final da bulbificagdo. No presente trabalho, omeupor considerar o
valor de raz&o bulbar 0,5 como ponto de referépara identificar o
inicio do processo de formacao de bulbos deialkdro.

Na Figura 7 sé@o apresentados os efeitegrdtamentos na razédo
bulbar (RB) para as duas condi¢des de fotoperiaaiahém ilustrado na
Figura 8. Verificou-se uma reducdo da razdo buthanedida que se
intensificou o tempo de vernalizacdo dos bulbilhbita-se que,
independente do fotoperiodo, nas plantas provexseatd bulbilhos ndo
vernalizados os bulbos ndo atingiram o valor refgeé de RB
estabelecido para indicar o inicio da bulbificagdor. outro lado, aos 20
dias apos a transferéncia, as plantas oriundasildghios vernalizados
por 60 e 90 dias, cultivadas sob fotoperiodo curtostraram maior
sensibilidade a vernalizacdo, apresentando RB atmhex0,20 no final
do ciclo.
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Figura 7 — Razdo bulbar observada em plantas de alho aultidonas”
cultivadasin vitro, sob dias curtosA) e dias longosR), a partir de meristemas
extraidos de bulbilhos vernalizados por periodo.d&80, 60 e 90 dias em
camara fria a +4C. A linha horizontal tracejada na altura do véldr sugere o
ponto de inicio da bulbificagdo.

Coerente com os resultados do presente estuda, &ibl. (2002)
observaram resposta linear a intensidade de veaigdlh com reducao
da razdo bulbar a medida que se intensificou o derRoertanto, os
nossos resultados estdo de acordo aos observaldssapéores. Estes
resultados, porém, devem ser analisados com cautsia que outros
fatores podem contribuir para afetar a conformat@dulbo, como o
suplemento de carboidratos em meio de cultura (@08609), onde o
aumento da oferta promoveu também um aumento danRBiveis que
comprometeram a qualidade dos bulbos.
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Figura 8 - Plantas de alho da -cultivar Jonas”
micropropagadas a partir de meristemas extraidos de
bulbilhos vernalizados durante 30 dias em camaraiae

+4° C. As setas indicam diferentes valores de raz&oabu
em diferentes estagios de desnvolvimento do b@bimicio

do acumulo de reserva em um bulbo com razéo b0lbaé
indicado por seta. Cagador, SC, 2011.

3.5. Efeito da temperatura e do fotoperiodo na difenciacdo de
gemas e na inducao de bulbos de allo vitro.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados daseandle
variancia das variaveis de crescimento de plargaalitb cultivadai
vitro sob diferentes regimes de temperatura e de fdtmmerOcorreu
bulbificagdo em 100% das plantas em todas as diesliclimaticas de
cultivo, e em funcéo disso, esta variavel ndo fdinsetida a analise
estatistica, ja que ndo houve o efeito de tratazsent
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Nas temperaturas de°@0e 15C, o fotoperiodo influenciou
significativamente nas variaveis diametro de bubmassa fresca de
bulbo. Sob o efeito da temperatura déCLChouve um incremento do
didmetro e da massa fresca do bulbo de 14% e T&sfectivamente,
guando as plantas passaram a ser cultivadas sgeftido longo. Ja na
condicdo de 1%, observou-se efeito significativo do fotoperiodo
apenas para diametro de bulbo, apresentando umnturde 7,5%,
guando as plantas foram submetidas a fotoperiagmlo

Em grande parte de géneros e familiassipedas, tem sido
observado que a reducdo da temperatura do ambdnteultivo
promove inducao de 6rgaos de reserva em variasiespAs principais
variaveis associadas com este tratamento sdo aségtela reducéo e
duracdo da exposicdo (Ascough et al.,, de 2008). &@mmplo,
temperaturas sdo eficazes a partir d€ paraHyacinthus spp(Bach et
al., 1992), 18C paraLachenalia spp(Slabbert & Niederwieser, 1999),
15°C paraSparaxis spp(Hauser & Horn, 1991) e 20 paraGladiolus
spp.(Nhut et al. 2004) e patallium spp.(Yamagishi, 1998). Contudo,
algumas espécies respondem diferentemente a \vadactemperatura.
Em W. vanderspuyiaepesar da formacéo de rizomas ocorrer de forma
bem sucedida na faixa de 10 2&20n&o se verificou efeitos da variacdo
de temperatura sobre outras trés espécies estudesiascialmente
quando a temperatura da cultura foi reduzida (Aglcat al. de 2008).

A exemplo do que foi verificado cdBladiolus spp(Nhut et al.
2004) e condLillium spp.(Yamagishi, 1998), no presente trabalh@.o
sativumrespondeu satisfatoriamente a reducao da tempzrapuando
os melhores resultados relacionados as variaveisregcimento de
bulbo foram observados sob temperatura de 20°Cpa@udo a
temperatura padrdo de’25

Num contexto geral, evidenciou-se um efeitsitp@ do fotoperiodo
longo sobre a maioria dos parametros de crescimavdbados, nas
diferentes temperaturas a que foram expostas afaplao periodo entre
0 30 ao 60 dia do ciclo de cultivan vitro. Contudo, independente do
fotoperiodo utilizado, aparentemente, a formacabuleilhos maiores,
com maior peso e com melhor formacdo ocorreu swmaeratura de
20°C, mostrando ser esta a condicdo ambiental mefitéxima do
6timo para inducéo e crescimento de bulbos deialtibro.
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Tabela 6 Andlise de variancia para numero de bulbos pantpl
bulbificacdo, diametro de bulbo, massa fresca digokualtura de plantas e
nimero de folhas por planta de alho cultivar “Jbnes funcdo da
temperatura e fotoperiodo no°3b 60 dias do ciclo de cultivo. Na Ultima
coluna, a direira, estdo indicados o numero/poagemh de bulbos
diferenciados por tratamento.

Namero  pulbificaga Didmetro Massa Alturade  Numero Bulbos
. ulbificacao o iferencia
Tratamentos de bulbos de bulbo h;iﬁg:E plantas de folhas diferenciados
: o ¢ planta
por planta (%) (mm) (mg) (cm) por planta (N®%)

Temperatura 5° C

Fotop. curto 1.43 100 5.9 246.3 7.94 42 16/58 (27.6%)
Fotop. longo 1.53 100 6.1 238.0 5.14 38 0
Teste F 0,45 NS - 1,56 NS 1,20 NS 0,08 NS 1,14 NS
CV. (%) 1.35 0,0 0.30 4,56 0,18 0.02
Temperatura 10° C
Fotop. curto 1.44 100 4461 18220 9.10 4.0 23/43 (53.5%)
Fotop. longo 1.47 100 5.16a 196.8 a 9.46 42 0
Teste F 0,33 NS - 34,51+ 5,60 * 1,43 NS 1,00 NS
CV. (%) 12.4 0.0 39 1.7 5.1 1.7
Temperatura 15° C
Fotop. curto 1.53 100 45a 181.2 9.1 4.0 0
Fotop. longo 1.47 100 5.2b 187.5 9.46 42 0
Teste F 0,25 NS - 14,30% 0,82 NS 0,07 NS 0,86 NS
CV. (%) 26,4 0,0 13.4 4.9 5.4 13,8
Temperatura 20° C
Fotop. curto 2.07 100 6.12 240.6 10.88 4.20 0
Fotop. longo 1.93 100 6.38 2540 10,72 3.80 0
Teste F 0,33 NS 0.0 1,76 NS 1,22 NS 0,16 NS 2,00NS
CV. (%) 18.1 0.0 4.8 4.2 5.8 11.2
Temperatura 25° C
Fotop. curto 1.4 100 6.0 217.8 9.4 4.4 0
Fotop. longo Lo 100 6.2 220.3 9.6 42 0
Teste F 0.28 NS - 0,07 NS 0,11 NS 0,15N8S 2,34 NS
C.V. (%) 0.69 0.0 1.08 0.22 0.07 1.7

* Teste F significativo (R0,05); NS: Teste F ndo significativo (P>0,05);
Médias seguidas pela mesma letra na coluna naeulifentre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Apesar dessa constatacdo, o resultado mais exuredsste
trabalho esta relacionado com a diferenciacdo deagenas axilas de
folhas, observada em 27,6% dos bulbos desenvolgolodemperatura
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de 5C, e em 53,5% dos bulbos desenvolvidos sob temparde 16C,
ambas promovidas sob regime de fotoperiodo curbdl® 6 e Figura
9). Esta resposta é demonstrada em varios traballuasnpo, onde a
exigéncia de frio teve maior importancia do queotopgeriodo na
inducdo de gemas axilares, bem como no desenvaitonuo escapo
floral em plantas de alho (Aoba & Takagi, 1971;\@#ro et al., 1980;
Ferreira et al., 1986; Biasi & Mueller, 1999).

Figura 9. Seccdo transversal de microbulbos de alho davaultilonas”
regeneradosn vitro, néo diferenciados\], e diferenciadosH). Detalhes de
gemas desenvolvidas nas axilas de folhas intemm@disadas por seta preta.
Barras: 0,5cm. Cacador, SC, 2011.

E importante ressaltar que apesar doiraargo de gemas nos
bulbos, ndo houve evolucdo das mesmas no decoorasictb que
permitisse a formacdo adequada do bulbo, ou sejdulbo composto
por varios bulbilhos, semelhante a que ocorre emligéo de cultivo no
campo, conforme ilustrado na Figura 4 do Capitulaste fato porém,
pode estar relacionado a alguns fatores como dreroimento precoce
das plantas cultivadaa vitro, evidenciado pelo ciclo de crescimento
curto e a escassez de nutrientes para manter ovdbsmento do bulbo
diferenciado, visto que ha uma forte demanda reaifasial do processo
de bulbificagdo. Sendo assim, recomenda-se uma etdjgional no
sistema de micropropagacdo do alho, $ejaitro ou ex vitrg que
favoreca a completa formacgéo do bulbo.
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4. Conclusbes

A selecdo do material vegetal é fundamepaéah a obtencédo de
explantes adequados & micropropagacao, visto queéxim na
introducdo de plantas em cultivimsvitro € dependente da qualiade dos
explantes utilizados. Neste trabalho, os bulbildesalho de tamanho
grande, com massa entre 5 e 6g, demonstraram seelasres fontes
para extracdo de meristemas caulinares para lingeezaoses.

Entre os reguladores de crescimento detgdaavaliados no
presente trabalho, o ANA foi mais efetivo, prindipente, para as
varaveis relacionadas ao crescimento de bulbowitro. O &cido
jasménico e o ABA também apresentam potencial padazir a
formacdo de bulbos de alho vitro como a auxina ANA. De modo
geral, as concentracbes elevadas dos reguladoresredeimento
promovem efeito negativo na morfogénaseitro de plantas de alho. O
uso de BAP em combinac¢do no meio de cultura nadagmilbificacao,
promoveu a potencializacdo dos efeitos do ANA e nalvariavel
numero de bulbos por planta.

Os resultados deste trabalho apontam umar reéetividade da
sacarose ha micropropagacéo do alho. Embora o nlheebulbos por
planta foi reduzido com o aumento da concentrag@csatarose, a
maioria das variaveis analisadas apresentaram gaohoo aumento da
concentracao até o nivel de 9%.

No que se refere aos efeitos climaticoamieopropagacédo do
alho, sugere-se que plantas de alho cultivaasvitro também
apresentam respostas morfogenéticas para a inéup@senvolvimento
de bulbos do tipo termo-fotoperiddico dependente.tetpo de
exposicdo de plantas ao frio reduz a sensibilidedftoperiodo para a
inducéo da bulbificagdo. Da mesma forma, o tempeedealizacdo dos
bulbilhos doadores de meristemas influencia o vdlrazéao bulbar
com maior intensidade sob fotoperiodo curto.

As variaveis de crescimento do alho redpoam positivamente
aos efeitos da reducdo da temperatura no ambientailtivo in vitro,
especificamente as variaveis numero de bulbo, ptagem de
bulbificacdo, diametro de bulbo e peso de bulb® gpresentaram
melhores respostas sob temperatura de 20°C. Cordudmperatura de
10°C e fotoperiodo curto de 11h/luz sdo condicbes embdis
favoraveis a inducdo de diferenciacdo e bulbifioagéh sistema de
cultivo de alhan vitro.
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CAPITULO 1lI

ALTERACOES NOS NiVEIS ENDOGENOS DE
CARBOIDRATOS SOLUVEIS E ACIDO ABSCISICO EM
PLANTAS DE ALHO E RESPOSTAS NO PROCESSO DE

BULBIFICACAO.

1. Introducéo

A bulbificacdo, em termos gerais, indwantumescimento na
base de bainhas foliares de algumas espécies mta plaua taxa pode
ser determinadada pela relagéo entre o didmetnosdodo-caule pelo
didametro maior da base da planta (Burba, 1983).plamtas de alho,
isto ndo é necessariamente uma evidéncia definiiwainicio da
transformacéo de gemas em bulbilhos, desencadedaldiferenciacéo
de células meristematicas localizadas nas axila®ltas jovens. Este
fendbmeno em alho é tido como termo-fotoperiédicopedelente
(Menezes Sobrinho, 1997), conforme relatado tamip&ma outras
espécies que produzem orgaos de reserva (Mauk &illean1978;
Racca et al., 1989; Rodrigues, 1994).

Como proposto por Ferreira et al. (1986hutbificacdo do alho
ocorre em resposta a interacéo entre fotoperioderralizacdo, sendo
que o efeito de cada fator ambiental varia entretjgos. Por exemplo,
em cultivares nobres, a vernalizagdo pode reduzersibilidade ao
fotoperiodo em funcdo do periodo de exposicdo tastgs ao frio
(Meneses Sobrinho, 1997; Biasi & Mueller, 1999)taEiesposta foi
demonstrada em véarios trabalhos, onde a exigémciaialteve maior
importancia do que o fotoperiodo na inducdo de geaxiares, bem
como no desenvolvimento do escapo floral em pladéaalho (Mann,
1952; Aoba & Takagi, 1971; Carvalho et al., 198€xr€ira et al., 1986;
Biasi & Mueller, 1999).

Muitas alteracdes bioquimicas também ooorrdurante a
formacdo e o crescimento de 6rgaos de reservadattag incluindo
conteudo de &gua, concentracdo de compostos atomaticidos
organicos, esqueletos de carbono, minerais, cowgpogblateis e
hormonios do crescimento (Mohamed-Yasseen et @94)1 Durante o
processo de bulbificacdo em plantas de cebola, oichabos
armazenados no pseudocaule sdo translocados pamior do bulbo,
na base das bainhas mais internas, enquanto ababaioliares
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periféricas tornam-se mais finas, formando uma danee protecéo do
bulbo (Hussey & Falavigna, 1980). De acordo comfaida et al.
(2009), o acumulo adequado de reservas, como daglbas sollveis,
amido e proteinas, influencia de forma decisiveesedvolvimento de
bulbos de N. triandrus L., sendo crucial para a retomada do
desenvolvimento apés o periodo de armazenagenmutiossb

Devido as multiplas fun¢gdes que os ac@cdesempenham nas
células, o metabolismo dos carboidratos solUvgsesenta um dos
mais importantes processos no ciclo celular (Qagieal 1999). Em
muitas espécies que produzem d&rgdos de reservgadinular nas
bulbosas, esses compostos parecem agir na pratesalulas durante
o inverno, substituindo a dgua na manutencéo detwsts hidrofilicas,
evitando a formacdo de cristais intra e intercebda(Wang &
Valkonen, 2008), sendo importantes também na fadimae embrides,
atuando como sinalizadores do processo morfogendiierma &
Dougall, 1977; Lou et al. 1996).

A literatura relata que além da influémtéafatores do ambiente e
do acumulo de carboidratos, uma mudanca graduaton@posicéo
relativa de reguladores de crescimento ocorre ¢iranprocesso de
formacdo de 6rgados de reserva em plantas de \@sj@Exies, como a
concentracdes de inibidores e promotores de crestim(Thomas &
Isenberg, 1972; Mauk & Langille, 1978; Arguello at., 1986;
Mohamed-Yasseen et al., 1994. Longo, 2009).

Existe um consenso entre pesquisadoresqudeo processo de
tuberizacdo da batataS.( tuberosuin é controlado por fatores do
ambiente, principalmente fotoperiodo e temperatqree regulam os
niveis endogenos de substancias de crescimenter(Sl868; Ascough
et al., 2008; Sarkar, 2008). Lang (1987), questispaestes fatores
ambientais poderiam produzir uma bateria de horosmiiferentes,
cada um para uma resposta morfogenética em particul

N&o obstante, Mauk & Langille (1978), gviam observado que a
atividade total da citocinina ZR foi significativamte maior em plantas
induzidas a tuberizacéo (por manipulacdo do fofode) em relacdo as
plantas néo induzidas. Trabalhos anteriores a,esteta reportam que
dois de quatro compostos citocinina, separadosrtir pa tecidos de
batata, foram significativamente maiores em plargab condi¢Bes
indutivas, com inicio da tuberizacao observado &@<0 dias sob tais
condicbes(Forsline & Langille, 1975 e 1976). Est=ailtados, segundo
0s autores, suportam o papel de citocininas comsatao processo de
tuberizacao.
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Como relatado no Capitulo 1, morfologicataea primeira etapa
do processo de bulbificagao em alho consiste eaati€iacdo de células
meristematicas em gemas das axilas de folhas jowessibsequente
transformacdo dessas gemas em bulbilhos (Shah &aKpt1973).
Contudo, o evento da diferenciagdo, induzido pet (Mann 1952;
Shah & Kothari 1973 e Arguello, 1986) pode tambétarerelacionado
com mudancas de balancos hormonais endégenossyliame em uma
mudanca de rota dos meristemas de desenvolvimeatdfolthas
expandidas para folhas de reserva (bulbilhos), sadio acumulados os
fotoassimilados produzidos pela planta (Arguel@83.e 1986).

O Acido Abscisico (ABA) tem sido divulgadoomo uma
substancia envolvida na formacdo de 6érgdos deveesan algumas
espécies cultivadag vitro, observado enD. bulbifera (Ammirato,
1982), emA. cepa(Matsubara & Kimura, 1991), einbatatas(Jean &
Cappadocia, 1992), eM. esculentgSato et al., 2001) e em plantas de
Lillium spp.(Xu et al., 2006).

O ABA é sintetizado a partir de um intedideio da biossintese de
xantofilas (Taiz & Zeiger, 2004), sendo iniciado eforoplastos ou
amiloplastos de tecidos fotossintetizantes ou etrosiplastidios, no
caso de tecidos que nao fotossintetizam (Matsubaf@mura, 1991).
Sua concentragdo na planta depende do nivel deadiggo,
conjugacédo, compartimentacéo e transporte (Kendedvaart, 1997).
Dentro da planta, o ABA tem sido detectado em tood®srgdos e
tecidos vivos, desde a coifa da raiz até a gemezalaga parte aérea.
Matsubara e Kimura (1991) constataram acumulo da aldégeno em
todos os tecidos de plantas de cebola duranteimesoin vitro e no
periodo de pré-colheita.

De acordo com Taiz & Zeiger (2004), oAB um regulador de
crescimento de plantas que pode também estar étwalo controle de
outros processos fisioldgicos, tais como a abertigaestdmatos, a
sintese de proteinas de estoque de sementeslegdadia ao déficit de
agua. Estes autores afirmam ainda que, enquantimaty dessas
respostas ao ABA podem ser rapidas, em questadnidgosy como € o
caso do fechamento de estdmatos, outras podemaserdamoradas e
sdo conhecidas por requererem mudangas ha exprgésima. Em
adicao, o ABA influencia muitos aspectos do deskfwento da planta
atuando como antagonista de auxinas, citocininagiberelinas.
Entretanto, muitos autores ainda reconhecem quejmdanismos de
percepcéo de sinal hormonal, a rota de transduggsedomposto ainda
permanece obscura em muitos aspectos (Xu et 86).20
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Foi demonstrado que mudancas na concéotrale certas
substancias durante a fase de bulbificacdo do atflborem de fato,
como em carboidratos soluveis e reguladores daiotesto (Burba,
1983; Arguello et al.,, 1986; Pooler & Simon, 199Bprém, até o
presente, ndo foi encontrado nenhum estudo realizaih caracterizar a
sinalizagdo hormonal e/ou bioguimica da transicdobalbo deA.
sativum tanto em resposta a ontogenia quanto a de faaonegentais,
como ja reportado para outras espécies do génamm emA. wakegi
(Yamazaki et al., 1999) e em rubellum(Xu et al., 2006).

Arguello et al. (1983 e 1986), autores etremlos na literatura
abordando esse contexto em plantas de alho, observen baixo nivel
de giberilinas e uma forte atividade de inibido¢aBA e derivados)
coincidindo com o momento da diminui¢cdo da raz8bdsuem plantas
da cultivar “Rosado Paraguaio”. O inicio da dimg&a da razao bulbar
e uma suposta alteracdo dos niveis endbégenos daascibs foi
hipotetizado por Shah & Kothari (1973) como sendonamento em que
gemas diferenciadas a partir de células meristeagtsituadas nas
axilas de folhas jovens de alho seriam induzidasortnacao de
bulbilhos.

A inducdo de bulbds vitro tem sido amplamente descrita com
sucesso, principalmente para espécies do gé&lkum. Os protocolos
de micropropagacdo de alho, atualmente utilizadoa pbter plantas
livres de virus, devem permitir o crescimeimovitro das mesmase
subsequente bulbificacdo, tambémuvitro, por meio de formacédo de
estruturas de reserva na base. Desse modo, a nilfisacaoin vitro
constitui um avanco tecnologico muito importantenmiaropropagacao
do alho, além de ser bastante Gtil em programagtéecambio de
germoplasma.

Entretanto, nos sistemasyitro, a micropropagacao desta espécie
com foco na limpeza de virus, tem sido limitadaidie@ qualidade e ao
reduzido nimero de microbulbos produzidos por plafté o presente,
ndo ha informagdo suficiente da pesquisa que dértsupara o
desenvolvimento de um protocolo eficientememte zagm induzir a
diferenciacdo de gemas e, consequentemente, acdonte um bulbo
morfologicamente completo, como ocorre em plantalivadas a
campo, o qué, do ponto de vista de rendimentoat@ sistema mais
vidvel. Para tanto, estudos bioquimicos para evcidemm envolvimento
de substancias como carboidratos sollveis e regn@ladie crescimento
no processo de bulbificacdo do alho sdo necessémio® estratégia
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para esclarecer esse evento fisiolégico e paliaantibtssas informacdes
para adequacdo de protocolos de micropropagacdibale

Nesse sentido, o presente trabalho objetdeterminar a relacdo
entre as mudancas temporais dos niveis endégenamrteidratos
soluveis e do ABA em plantas de alho cultivadasvitro, para
determinar o possivel papel dessas substancias racesso de
bulbificacdo e, se possivel, identificar um marcagara prever o
surgimento do inicio deste processo.

2. Material e Métodos

As analises de carboidratos soluveis foraealizadas no
Laboratdrio de Engenharia de Alimentos da Univeiséd Federal de
Santa Catarina (UFSC). As analises de ABA Abscifsicam realizadas
no Laboratoério de Fisiologia Vegetal do Departaimeate Botanica da
Universidade de Sédo Paulo (USP). Os métodos adwiadps foram
baseadas nos trabalhos de Manozzo Galante (2008)ap andlises de
carboidratos e de Peres et al. (1997), para dsesmdale ABA. As
andlises destas duas substancias também forammadzai em plantas
cultivadas no campo com vistas a contribuir paréhomecompreensao
dos resultados obtidos nas analises de amostrpkantas regeneradas
in vitro.

2.1. Condicbes de cultivo das plantas amostradas

2.1.1.Invivo

Plantas de alho da cultivar “Jonas”, forauoitivadas na éarea
experimental do Setor de Olericultura da Epagr&d Experimental
de Cacador, (Cagador/SC), em um solo classificamnocLatossolo
Bruno distréfico tipico (Embrapa, 1999) e apresemtas seguintes
atributos: pH (4gua)= 6,1; P= 3,6 mg;LK= 210 mg L} MO= 45 mg
L% Al= 0,0 cmolc % Ca= 9,6 cmolc ; Mg= 4,6 cmolc [}; V= 75
%. O preparo do solo para o plantio constou dedaragradagem e
levantamento de canteiros a 0,20 m de altura xviide largura, e as
parcelas foram formadas por seis fileiras de pkrgapacadas 0,20 m
entre linhas e 0,10 m entre plantas. As amostrafgeas) feitas apenas
das plantas das quatro fileiras centrais, sendsidemdas bordaduras
as duas fileiras laterais e as plantas das cabeceé&s quatro fileiras
centrais. As adubacdes do solo foram feitas dedacoym a analise do
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solo, sendo as recomendacdes para o cultivo toadici As praticas de
solo, tratos culturais e fitossanitarios foramiremlos de acordo com as
recomendacdes técnicas preconizadas para a cudtuesgido. O plantio
foi realizado na primeira quinzena de julho de 2010

2.1.2.Invitro

Foram coletadas amostras provenientes dperifnento 5,
Capitulo 2, cultivadas sob as seguintes condic@ebieatais: sob
temperatura de 2Q e fotoperiodos curto (11h/luz) e longo (16h/lez),
sob temperatura de %5 e fotoperiodo longo (16h/luz).

2.2. Coleta e armazenagem de amostras para analisete
carboidratos e Acido Abscisico (ABA).

Amostras de cultivan vivo — quatro amostras (1 grama cada) foram
coletadas da parte aérea e da base das plantaamdstras foram
coletadas de duas maneiras. Na primeira, amosé&rgsade aérea (na
regido mediana das trés Ultimas folhas expandiat) kase da planta
(bulbo inteiro) foram coletadas aos zero, 30 e%0),120 e 160 dias
apos o plantio. Na segunda, as amostragens for@ipadas apenas na
base das plantas, coletando-se a base das baml#s3ie 5 folha,
incluindo gemas desenvolvidas, quando presente6@o0%0, 80, 90 e
120 dias ap6s o plantio. Trés das amostras vegetésadas foram
utilizadas para extragdo e analises de carboidetdBA, e a quarta
amostra foi armazenada separadamente para eventaptovacdo de
resultados.

Amostras de cultivan vitro - trés amostras foram coletadas pdate
aérea (folhas) e na base (regido do bulbo) degsdams coletas foram
realizadas aos zero, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 3548050 e 70 dias, a
partir da transferéncia das plantas para o meiobdbificacao.
Imediatamente apds a coleta, as amostras forarddaaté a completa
remocdo do meio de cultura aderido aos tecidos. uvAntidade
amostrada foi de acordo com a disponibilidade demah vegetal (500
a 1000mg de MF).

As amostras destinadas as analises de idetos foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenados @ °2,
imediatamente apds as coletas. As amostras dessirtexd andlises de
ABA foram congeladas em nitrogénio liquido, licfdidas e mantidas
em ultra-freezer (-8C) até o momento do uso. Para ambas as analises,
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as amostras foram coletadas sempre no mesmo ha@ritia, as 9
horas, no campo i vitro. Na Figura 1 estdo indicadas as regides de
coleta de amostras cultivadasvivo ein vitro.

folhas

Figura 1. Regifes das plantas amostradas para
analises de carboidratos e ABA: Planta de alho
cultivada a campoir{ vivo) aos 140 dias apés o
plantio com detalhes do bulbo, pseudo-caule
(formado pelas bainhas foliares), e parte aérea
(folhas). As coletas na parte aérea da planta foram
feitas nas folhas numeradas de 1 &B4.Seccgédo
longitudinal da base da planta de alho aos 60 dias
apos o plantio no campo. Os ndmeros de 1 a 6
correspondem as bases das bainhas das folhas
amostradas, da mais nova (1) para a mais velha (6).
C - Regibes amostradas da planta de alho cultivada
in vitro. Barras: 0,5 cm (B,C); 5 cm (A). Cacador,
SC, 2011.
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2.3. Extracdo e quantificacéo de carboidratos sol@is

As medidas de concentracdo dos carboglrabs amostradas
coletadas de ambos os cultivos foram efetuadagsipidta, conforme
procedimentos descritos abaixo. Os métodos coltnizné empregados
envolvem a técnica de espectrometria na faixa diveli utilizando-se
espectrofotdbmetro (Thermo Spectronic® modelo Genggy

As amostras foram descongeladas, homagatees em
almomariz, e submetidas a tripla extracdo em €&0% a 80°C por 10
min, seguida de centrifugagdo a 12.000g por 15 twsnem centrifuga
modelo 5415C (Eppendorf, New York), e filtrada @uw@ em tecido de
algodao. Da combinacédo dos trés extratos alcodl@osbtida a fracéo
correspondente aos aguicares sollveis. O residaonfiaizenado a -20
para posterior extracdo de amido. Os extratos ktand foram
concentrados em rotaevaporador a°@7até um pequeno volume e
retomados em 5 mL de 4gua destilada para as anélidarimétricas.
Os sobrenadantes foram diluidos seis vezes paranabses de
carboidratos soluveis totais.

O teor de acglcares totais foi determinado colorica@hente
pelo método de fenol-sulflrico conforme descrita Paubois et al.
(1956). Este método baseia-se no principio de queaaes simples,
oligossacarideos, polissacarideos e seus deriviomm uma cor
amarela-alaranjada estavel quando tratados conh deacido sulflrrico
concentrado.

Em um tubo de ensaio foram adicionadosub@@ amostra
(previamente diluida), 5@0 de fenol 5% e 2,5 ml de &cido sulfarico,
em seguida agitados, incubados a temperatura at@lgen30 minutos.
A leitura da absorbancia foi realizada em espeatiiafetro a 490 nm, e
comparadas a uma curva padrao de feita a partindesolucéo de D-
glucose (Sigma) (10Qg mLY). A quantificacdo de aclcares totais foi
realizada utilizando-se a equacédo da reta obtharta da curva padréo
construida, sendo expresso em M/ (massa fresca).

2.4. Extracdo e quantificacdo de acido abscisicoBA)

Preparo das amostras, purificacdo e fracionamentoas extratos -
Cada uma das amostras (dos cultivogivo e in vitro) foram maceradas
com nitrogénio liquido em almofariz com 3 mL de ameti (MeOH)
80% e butil-hidroxi-tolueno (BHT) 0,18 mM e em silju agitadas
durante 60 horas, no escuro a 4°C. Durante a n@aeradicionaram-se
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em cada amostra 100 pL de uma solugdo estoquesntor@d,5 psi de
cis,trans(+JH-ABA para o célculo do rendimento de extracédo. &Cad
extrato foi entdo passado em filtros de nitrocelellde 0,45 pum, 0,22
pUm e em cartucho “sep-pak” C-18 (Wafdrspara eliminacdo de
pigmentos clorofilados e lipidios. O eluido met#wlifoi totalmente
reduzido a sua fase aquosa, em evaporador a vapeedtvac) a -
110°C, ao qual adicionou-se 230 pL de agua acgdaa + acido
férmico, pH 3,0), estando, assim, prontas as aamgara serem
injetadas num aparelho de cromatografia liquidaaltee performance
(HPLC), contendo uma coluna preparativa (NovarRak8, 4 um, 3,9 x
150 mm).

O solvente de eluicdo (solvente “A” e “@9nstituiu-se de uma
mistura de acido férmico (0,2%) e metanol, em prggo variavel com
0 decorrer do tempo de fracionamento. As amostoaant entdo
injetados em HPLC, sendo as fracdes coletadas leos fplasticos de
centrifugacédo (1,5 ml) num intervalo entre 19 erdihutos, mesmo
periodo de retencdo do ABA padrdo, como indicaderomatograma
da Figura 2.
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Figura 2. Cromatograma do ABA padrdo (+) cis/trans ABAjefado em
HPLC indicando o intervalo de coletas das fragdies amostras. Sdo Paulo,
SP, 2011.

Apés separacdo em HPLC, procedeu-se a secagemagaed
coletadas em evaporador, sendo, em seguida, nastifzela adicdo de
250 pl de uma solugdo etérea de diazometano. Alagéi foi
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recomendada como uma forma de intensificar o remomtento do
horménio pelo anticorpo especifico. Apds a compitaporagéo, as
amostras foram retomadas em 800 ul de 4gua ulifiepda, as quais
foram utilizadas nas dosagens em ELISA e no calboleendimento de
extracdo. Para o calculo do rendimento de extragépotas de 100 pl
de cada fracdo foram retiradas para contagem tadipaitilizando-se
um espectémetro de cintilacdo liquida.

A amostra de hormdnio padrdo ABA (Sifm@at. No. A4906),
foi injetada no cromatdgrafo, separadamente dasstaasovegetais, a
fim de se conhecer o tempo de retencéo caraateridéisse hormonio.
Esse dado é de extrema importancia para comparaaqaeles obtidos
com os extratos vegetais e, assim, procedermosothasdas fracbes a
serem analisadas pelo teste imunoenzimatico dgyelmshormonal.

2.5. Dosagem do teor de ABA através do teste imumématico-
ELISA

O Imunoensaio enziméatico-ELISA se basei@stabelecimento de
um equilibrio entre antigeno (Ag) e anticorpo (&ojrespondente e sdo
testes convenientes para determinacdo quantitadlivahormoénios
vegetais. Esse método de dosagem tem como pringigiompeticéo
entre duas formas de um mesmo antigeno (hormowgjetale a forma
livre (AgL) presente no extrato (amostra vegetad) rma fixa (Agf)
aderida a um suporte sélido, por uma quantidadealii@m de anticorpos.

O método ELISA é baseado na quantifisapar uma técnica de
revelacdo enziméatica, do termo Agf-Ac, ap0s a elapdo por lavagem
dos outros termos (Ac, AgL e AgL-Ac) da reacdo. rRberéncia a uma
curva padrdo, determina-se a quantidade de hormprésente no
extrato vegetal. O método imunoenzimatico empregagkie trabalho
foi desenvolvido por varios pesquisadores, encodtase descrito nos
artigos de Maldiney et al. (1986); Sotta et al.8@)9 Peres et al. (1997)
e Yamazaki et al. (1999).

ApOGs a passagem no aparelho de HPLOTesteas coletadas
foram quantificadas por meio de imunoensaio enmmatitilizando o
kit PhytodeteR (Agdia — 1 de catalogo na Sigma PDK 09347/0096),
seguindo as instru¢des do fabricante, conformeritiesa seguir:

Foram utilizadas placas de poliestirertcansparentes,
sensibilizada com anti-corpo (Agf), contendo 9Bi@os (8 fileira de
12 orificios). As duas colunas exteriores foranemesdas ao horménio
padrao visando a obtencao dos resultados necessadonstrucdo de
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uma curva padrdao para ABA, e para medidas de dentisto &,
auséncia de antigeno e auséncia de anticorpossagem dos teores de
hormbénio do extrato (amostra vegetal) foi efetuada 80 orificios
centrais, conforme esquema da Figura 3.

0O HBH6EH66606e

0 HOHOHOEAHEHOBEOOO

0000 OHOOODe @ Hormonio padrio
OO BCO0OG OO @| © AusenciadeAC

® o (O Auséncia de antigeno
0O OHHBODOOEOODO © dosagem
OCEe666666666a0
OB666666666oO0

Figura 3- Esquema representativo de dosagem de ABA pel® test
imunoenzimatico-ELISA.

Competicda foram adicionados 100 pL de antigeno livre (Agloy
orificio, sendo esse antigeno constituido ora elondnio referéncia
da curva padrao (oito diluicbes de 0 a 1000 pmARA/mL), ora pelo
extrato vegetal (amostra). A competicdo comecoundmiaforam
acrescentados 100 pL por orificio de um segundicapb (Ac2)
conjugado com fosfatase alcalina (ABA-tracer), idiluem tampédo TBS
(descricdo no Kit). Apés leve agitacéo, as placaanfi cobertas com
filme de PVC e incubadas no escuro a 4 °C durahtaas.

Apbs o periodo de incubacao, o contetdoptiasas foi removido
na pia, através de movimentos rapidos e em sedandalas 3 vezes
com 200 pL por orificio de uma solucéo de lavagees¢ricao no kit).
Revelacéo Apds lavagem e secagem das placas, foram degasigd0
uL por orificio de solugdo de revelacdo PNP diluvédo tampao. Logo
em seguida, as placas foram incubadas por 60 msirmt87°C. Na
sequéncia, o conteudo das placas foi removido,sateleitura das
densidades oOpticas (DO) a 405 nm em leitora deplac

A intensidade da cor é relacionada com a conceitrde ABA da
amostra por meio de uma curva padrdo. O testeAmd® Abscisico
utiliza um anticorpo monoclonal anti-ABA e é seesina faixa de
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0,032 a 0,16 picomoles de ABA/mL. Por meio das Dhiidas
calcularam-se as DO relativas pela expressao:

B/Bo = (B - D)/(Bo - 1) B/Bo = DO relativa;

B = DO na fracdo dosada;

| = DO inespecifica lida em excesso de AgL (100 lgsjocorresponde a
curva padrédo no orificio com 100 pmoles de ABA @na&ioncentracéo
de ABA);

Bo = DO correspondente a auséncia de AgL valor @anD ponto da
curva padrdo onde ndo foi adicionado ABA (menorceotracdo de
ABA, 0 pmoles).

As curvas padrédo foram elaboradas com badeog dos valores
de absorbancia e concentracdo em pmol do padréotoMtse uma
planilha eletrénica em Microsoft Ex¥€l para os célculos de dosagem.
Estes levaram em conta 4 par&metros: 1) os valobtislos nas
dosagens (comparagdo com a curva padrdo); 2) onren da
purificacdo dos extratos (obtido através do emprelgo padrdo
radioativo); 3) a massa inicial do material vegetd) o fator de diluicédo
na ressuspensao das fracdes separadas em HPLC.

2.6. Analises estatisticas

Os dados obtidos a partir das andlises idmicatos e ABA foram
submetidos a andlise de variancia, teste F<(B,05) utilizando o
programa SAS (versdo 9.0), e as médias comparanmasocteste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3. Resultados e discusséo
Niveis endbégenos de carboidratos sollveis

Os conteldos totais de carboidratos sa(vaiiaram nas amostras
analisadas no decorrer do ciclo das culturas, nas a@¢ondi¢cdes de
cultivo, sendo observadas diferencas significatispenas em alguns
tempos ao longo do periodo de analise, como podelservado nas
figuras 4 e 5.

Ao longo do ciclo de cultivo das plantascampo, a diferenca entre
os teores enddgenos de aglcares sollveis total§ Sparte aérea e da
base foi evidente (Figura 4A). Nas folhas, os &®direram um aumento
significativo, do plantio até 60 dias apos o plaribAP), momento este
em que se verificou um teor de 167,8 mg g MF, dstabdo-se dai até
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0s 120 DAP. A partir de 120 DAP, quando as linhagmfico cruzaram,
0 teor de AST passou a ser maior na base da plant, aumentou
substancialmente até os 160 DAP, momento em qdetls@ maturacao
dos bulbos.
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Figura 4. Niveis endégenos de aguUcares sollveis totais YAST
em plantas de alho da cultivar “Jonas” cultivadas@apo.A:
niveis de AST na parte aérea e na base de pla&tasyeis de
AST na base das bainhas daZ e 5 folha. Os valores sdo
médias de trés determinagfes. Florianépolis-SC QYF2011.

E provavel que esta invers&o tenha ocorrido arghstmomento
gue a planta passou a atender a uma forte demanéiztadssimilados
para enchimento do bulbo em inicio de formacéouasalmse, uma vez
que, até aproximadamente 120 dias, a planta mieriformacéo do seu
aparato fotossintético (Burba, 1983), e esse aaidrilacucar verificado
na parte aérea elevaria o pool de carbono e endigjmnivel para
inducdo e crescimento do bulbo. Ainda na Figura dAnotério um
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decréscimo de carboidratos na base da planta, nimdpecompreendido
entre o plantio até os 30 DAP, provavelmente deoterdo aporte de
reservas do bulbilho-semente para promover o dekémento inicial da

planta.

A Figura 4B mostra as alteragbes querecam nos niveis de AST
na base das bainhas de folhas, regi&o onde sediféranciacdo de
células para formacéo de bulbilhos (detalhe nar&i@® deste capitulo).
Observou-se diferencas de concentracdo de AST antrés bainhas de
folhas analisadas. No periodo entre 30 até apralimante 90 DAP, as
bainhas localizadas mais internamente no bulboniflagi 2 e 3)
apresentaram teores mais baixos de AST em relacBairda mais
externa (bainha 5), mais evidenciado entre 60 aD8®. Contudo,
observou-se um expressivo aumento dos teores dass3020 DAP de
129,7% na bainha 2, e de 104,2% na bainha 3, &b gae, N0 Mesmo
periodo, verificou-se um aumento de apenas 25,4B&in&a 5.

Diversos trabalhos com alho nobre relatpm a diferenciacédo de
gemas e posterior formagdo de bulbilhos, processwomdinado de
“diferenciacéo”, em condi¢do de cultivo a camparoz entre 80 a 110
dias ap6s o plantio das sementes, variando confanweltivar e a
condicédo climética local (Mann, 1952; Aoba e Takd§i71; Carvalho et
al., 1980; Ferreira et al., 1986; Biasi & Muell&g899). Neste contexto,
considerando que em alho “nobre” a diferenciacdgeieas ocorre com
maior freqiiéncia nas axilas das folhas mais inte(Epagri-dados néo
publicados), tais resultados contribuem para rafoachip6tese de que o
teor endégeno de carboidratos solUveis seria unoriaapte fator nas
fases iniciais para induzir a bulbificacdo em @antle alho (Shah &
Khotari, 1973; Arguello et al., 1986), atuando cdimate de energia e/ou
como sinalizadores.

Resultados semelhantes aos observados trabalho foram
reportados em outras espécies formadoras de Orgd®s
armazenamento. EmX. sagittifolium Tsafack et al. (2009)
encontraram maiores teores de carboidratos solineibase das
plantas durante o periodo indutivo da tuberizagélatando também
haver efeitos da condicdo de cultivo e do genotipiiemann &
Hammes (2006) atribuem aos carboidratos a habdidbe algumas
espécies para induzir a formacdo de 6rgdo de anaamEmto,
sobretudo, favorecendo o desenvolvimento do mesmdetrimento
do aporte mobilizado da parte aérea.

Os niveis absolutos de AST determinadaspfentas cultivadais
vitro foram, na média das avaliacdes ao longo do ael@wa de 23 vezes
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menor do que agueles observados nas plantas dalsivao campo
(Figuras 5A e 5B). Numa condigdo ambiental que idenamos padréo
de cultivoin vitro, ou seja, temperatura: 25 ¥ fotoperiodo: 16h/luz e
intensidade luminosa: 60 a 70 umol de fétonssh verificou-se um
aumento substancial do teor de AST na base, novahteentre 15 e 20
dias apoés a transferéncia das plantas para o rediltificacdo (DAT)
(Figura 5A). Ainda na base, um aumento praticaminéar dos teores
seguiu-se a partir dos 25 até 70 DAT.
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Figura 5. Niveis enddgenos de aclcares sollveis totais
(AST) na parte aérea e na base de plantas de albaltivar
“Jonas” cultivadoasn vitro. A: ) niveis de AST na parte
aérea e na base de plantBs;niveis de AST na base de
plantas cultivadas sob temperatura déCl@ fotoperiodo
curto (DC) e longo (DL). Os valores sdo médias s t
determinagdes. Florianépolis-SC (UFSC), 2011.

Esse significativo acréscimo dos teoreddgenos de acglcares
observado aos 20 DAT, antecede o momento do imi@ioseducdo da
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razdo bulbar para taxas inferiores a 0,5 (obseéfigara 7 do capitulo 2),
porém, em tais condi¢gbes de cultivo, esta alteraé@doi suficiente para
induzir a diferenciacdo de gemas nas axilas deasplitomo sugere
Arguello et al. (1986) em plantas de alho cultisadsn condicdo de
campo.

Nas folhas, observou-se um padrdo difereos teores de AST.
Do 5 ao 40 DAT houve um aumento de 2,60 para 6,78 mg/g.MF,
seguido de um substancial decréscimo da conceotfzepé@ o nivel de
2,96 mg/g.MF no final do ciclo, aos 70 DAT. Difetemente do que
ocorreu com as ultimas amostras de folhas coletdglatantas cultivadas
no campo, as Ultimas amostras de folhas coletaglatadtasn vitro, aos
70 DAT, j& se encontravam em avanc¢ado estado @ésc@nmcia, que pode
ser atribuido aos baixos teores de acUcares ssléneiontrados. Este
fato, no entanto, também pode estar relacionadanaprocesso de
envelhecimento precoce da planta, favorecido meladicbes em que as
mesmas foram cultivadas (Longo, 2009).

Nas duas condicBes de fotoperiodo a qent submetidas as
plantas (Figura 5B), nota-se que houve um compentéordiferenciado
entre as respectivas curvas do grafico que comelgno aos teores de
AST na base da planta, indicando possiveis efeit@scondicéo
ambiental sobre o metabolismo de carboidratos. fSmiperiodo curto
(DC) e temperatura reduzida par&@@0Ohouve uma oscilagio nos teores
de AST entre o 15e 35 DAT, com dois picos observados nesse
periodo, aos 20 e aos 30 DAT, sendo estes o0s digissimomentos em
gue essa curva se sobrepds a curva correspondentecses de AST
das plantas cultivadas sob fotoperiodo longo (DL).

A influéncia da temperatura sobre a fagi das plantas tem sido
demonstrada para varios 6rgaos e tecidos (Doddl.et2@02). A
adaptacéo das plantas a diferentes temperaturasegtat relacionada a
variagbes nas concentracbes de Vvarios compostokjinioio-se os
carboidratos (Salisbury & Ross, 1991; Larcher, 20Qauando plantas
tolerantes ao frio, como € o caso da maioria daéciss pertencentes ao
géneracAllium, sdo submetidas a temperaturas baixas ocorreraciies
em diversos processos fisiolégicos e metabdlica® por sua vez
afetam os niveis de carboidratos (Guy et al. 1998yundo Kaplan et
al. (2006), é sabido que temperaturas baixas dstima redugédo do
teor de amido e o simultdneo aumento de agUcal@sesem plantas e
gue este aumento parece estar associado a toeegmdéiio em muitas
espécies. EmA. wakegi a exposicdo de plantas ao frio resultou no
acumulo de sacarose e de agucares redutores, feodiggalmente
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observado em bulbos delium sp. (Miller & Langhans, 1990) e em
bulbos deH. orientalis(Rudnicki & Norwak, 1976).

Os reultados acima parecem estar de acaodo obtidos no
presente trabalho, considerando que os teores enoggde AST
apresentaram oscilagfes durante a fase inicialuttafibacdo do alho
quando a temperatura foi reduzida pariCl1@m regime de fotoperiodo
curto. As amostras submetidas a esta condicdo atabapresentaram
nos primeiros 30 dias de cultura em meio de bglfio aumentos
significativos dos teores de carboidratos soluveidgdenciados por
momentos de picos durante esse periodo.

Além do importante papel da temperaturdeecarboidratos na
inducdo e subseqliente crescimeiriovitro de 6rgdos de reserva
(Rudnicki & Norwak, 1976), tem sido proposto quéofeeriodo curto
também otimiza o crescimento ativo de tubérculds p@mento da
mobilizacdo de carboidratos sollveis. Resultadasilasies foram
observados emS. tuberosumonde a temperatura noturna baixa,
combinada com dias de fotoperiodo curto, promovweupuocesso de
tuberizacao rapido e sincronizado (Charles e1883).

Os relatos apontam que a tuberizaco eatebatdesencadeada por
um estimulo exportado a partir de folhas Gregor956), o mais
provavel, em resposta ao fotoperiodo mais curtqudoum critico, que
por sua vez varia de acordo com a cultivar (EwingVareing 1978;
Allemann & Hammes 2006). Recentemente Tsafack et(2009)
avaliaram os efeitos do fotoperiodo e temperataranitrotuberizagéo
de taioba(X. sagittifolium)e observaram aumentos significativos dos
teores de carbodratos sollveis na base da plastta®t®periodo curto
de 8h/luz. Além disso, especula-se que, sob foioger curto,
horménios indutores de tubérculos sao produzidos felhas e
translocados para o apice dos estoldes (Ewing &eingr1978;
Rodriguez et al. (2006).

No presente trabalho, sob as condi¢cogsrdperatura reduzida de
10°C e fotoperiodo curto de 11h/luz impostas as pan&ém do
acumulo observado de carboidratos necesséarioopdgaenvolvimento
do bulbo, ocorreram alteragcdes morfolégicas no dwin sua fase
inicial de desenvolvimento. Observou-se a formad@ogemas nas
axilas de folhas em mais de 50% dos microbulbosrdedvidos, além
da producéo de um consideravel nimero de bulboglpota e uma
excelente taxa de bulbificacao.

E importante ressaltar que em condicdesuttvo de alho nobre
vernalizado a campo, nas regides mais préximasba o equador, o
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comprimento do dia (mais curto nessas regifes) hdida a
diferenciacdo de gemas e a bulbificagdo em platgasho, logo, pode-
se inferir que fotoperiodo longo n&o é fator indisgavel para induzir a
bulbificagcdo, como sugere a literatura. Outro tate também corrobora
essa teoria é que explantes vernalizados sdo dwtua formacgéo de
bulbosin vitro, independente do fotoperiodo, conforme constatamdo
experimentos do Capitulo 2.

Contudo, é improvavel que tais condic6¢anseausas Unicas do
evento da diferenciacdo. Em sistermasitro, os teores endbgenos e a
disponibilidade de agucares e de outras substatariad®em podem ser
afetados pela adicdo de outros componentes ao deegultura, como
reguladores de crescimento (Tsafack et al., 2009ela condi¢éo
ambiental. Logo, a combinagdo e a interacdo defsderes podem
alterar a regulacdo de processos fisioldgicos esempientemente o
controle da diferenciacdo e inducdo da bulbificag@ioculturas de alho
in vitro a partir de células meristeméticas.

Niveis enddgenos de Acido Abscisico (ABA)

Nas figuras 6 e 7 estédo apresentadososstendogenos de acido
abscisico (ABA) ao longo dos cilclos de plantasatt® cultivados a
campo dan vitro. Observa-se que aos 30 dias ap0s o plantio, rehg@amn
de campo, o nivel de ABA na base da planta teve tedacdo
significativa, de 164,4 para 89,1 pmol/g.MF (Fig6m). Esta relacdo
entre o declinio de ABA no bulbilho-semente de alko o
desenvolvimento inicial da planta tem sido atribuid completa
liberacdo da dorméncia (Arguelo et al.,, 1983 e )198&@rificado
também enP. tuberosa(Nagar, 1995) éA. wakegi(Yamazaki et al.,
1995 e 2002).

Apesar de sua importancia em diversos tesevegetais parece
relevante considerar que o ABA, por si s, ndo poslessariamente
inibir o crescimento de sementes dormentes (Kh&v5)L Nesse
intervalo de tempo pode estar relacionado outrmsea desconhecidos
(Xu et al., 2006) que podem estar envolvidos nhigidb de muitos
processos metabdlicos existentes durante o desémeoko vegetal,
como compostos fendlicos e outros reguladoreseaeionento (Peres et
al., 1997).

E provavel que o acimulo de ABA observaddulbo aos 160
DAP (Figura6A) tenha sido mobilizado juntamente coas
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fotoassimilados produzidos na parte aérea. Talctafstica foi uma
constante nas analises deste trabalho, o quertdefaena, corrobora a
hip6tese de que o acumulo de ABA no bulbo é respahspor
desencadear a dorméncia na fase final de cresanatplanta,
também observado nos experimentos de Arguello 1983 e 1986).
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Figura 6. Niveis endégenos de acido abscisico (ABA) em
plantas de alho da cultivar “Jonas” cultivadas mpa A:
niveis endégenos de ABA na parte aérea e na base de
plantas; B: niveis enddégenos de ABA na base dadhasi

da Z, F e 5 folha. Os valores sdo médias de trés
determinagfes. Séo Paulo, SP (USP), 2011.

Para verificar um suposto envolvimento do ABA nferdinciacdo
de células das axilas de folhas para formacgéo thilHms (dentes),
também foram analisados os niveis desse horméniasa de bainhas
de folhas férteis (bainhas 2 e 3) e estéreis (bah{Figura 6B). Cabe
ressaltar que os teores de ABA correspondentepa@uss zero, 30 e
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160DAP nesta Figura, sdo os mesmos para as tnéisalaanalisadas,
pois se tratam de valores determinados na baskut@,pmostrados na
Figura 6A. Essa mesma observacdo também é validga ABT em
relacdo as Figuras 4A e 4B, na qual os mesmos egléwram
conservados nos pontos zero, 30 e 160 DAP nogdifisos.

Observou-se uma concentracdo supdeoABA na base da
bainha mais externa do bulbo (bainha 5), a pads @0 DAP até
aproximadamente 100 DAP, com um pico de 237,7 pgdilF
verificado aos 90 DAP. Nas bainhas 2 e 3 houve amportamento
semelhante dos teores endodgenos de ABA no peritid® @0 as 120
DAP. Dos 120 DAP até o final do ciclo o mesmo padti verificado
para as trés bainhas analisadas.

Esta observacdo, entretanto, ndo € consistenteresuftados
obtidos com outras espécies do género avaliadaso. Em plantas de
A. Wakegi a concentragdo de ABA encontrada foi maior emhzes
mais interiores do que em bainhas mais exteriores bulbos
(Yamazaki et al., 1995) e foi mais baixa do quegamas de bulbos
inteiros (Yamazaki et al., 1999). Resultados tamle¢idenciados em
bulbos del. rubellum, em estudo realizado para compreender a
libertacdo de dorméncia em cultivo em baixa tempeaa

Em condicdo ambiental padrdo de cultivo vitro, ficou
demonstrado uma maior concentracdo enddgena dendBAecidos da
base em todo o ciclo de cultivo, ndo havendo indicala existéncia de
correlagdo entre esse metabdlito e os padrdes escimento e
desenvolvimento do bulbo nesta condicdo (Figura. R&rificou-se
somente um momento de alteracdo significativa, 3tosos 40 dias.
Este aumento do nivel endégeno de ABA, observaddalaas nesse
periodo, pode ter sido o responsavel por induiiaiato inicio do
processo de senescéncia da planta, j& que, do$é406sar0 DAT,
observou-se um répido envelhecimento da parte ,aéegacterizado
por sintomas de necrose e secamento das folhasg€rR3y

Os valores plotados na Figura 7B, foram de@texdos a partir de
amostras de plantas cultivadis vitro sob condicdo ambiental que
induziu diferenciagdo de gemas (identificada emesrgento do
Capitulo 2). Nesta analise, sob o efeito do fotiggler curto (DC), os
teores de acido abscisico presentes foram siginficaente inferiores
aos observados em plantas desenvolvidas sob fotmfmefongo (DL),
praticamente em todo o periodo analisado, sendificado teores
médios de 100,57 pmol g MF e 121,86 pmol mg MMeesvamente.
Dos 15 aos 25 DAT, periodo observado neste tralmihw critico da
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bulbificagéoin vitro, houve um aumento do teor nas plantas submetidas
ao fotoperiodo longo, seguido de uma estabilizatdms 40 DAT. Por
outro lado, nenhuma alterag&o significativa fodeviciada nas plantas
cultivadas sob regime de fotoperiodo curto nestamoeperiodo.
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Figura 7. Niveis enddgenos de acido abscisico (ABA) em
plantas de alho da cultivar “Jonas” cultivadasvitro. A:
niveis de ABA na parte aérea e na base das pl&htasyeis

de ABA na base de plantas cultivadas sob temperafidd

C e fotoperiodo curto (DC) e longo (DL). Os valosso
médias de trés determinacfes. S&do Paulo, SP (R&H),

Esses resultados sugerem um efeito dineede luz sobre o
metabolismo do ABA em plantas de alho regeneradeitro, que, sob
fotoperiodo longo, induziria a producdo desse haimém niveis mais
elevados, que por sua vez estaria inibindo a diééaedo de células
meristematicas nas axilas de folhas para postdoanacdo de
bulbilhos. Um outro fato que reforca essa teorigué as condi¢des
naturais, de temperatura e de fotoperiodo nas @sjdantas foram
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cultivadas no campo, foram semelhantes as condiggEsstas para as
plantas cultivadas vitro, onde se observou a diferenciagdo de gemas
em mais de 50% dos microbulbos produzidos.

Figura 8 - Plantas de alho amostradas para
andlise de Acido Abscisico e carboidratos
solaveis aos 35 diaf\] e aos 70 diasB) apos
transferéncia para o meio de cultura de
bulbificagcdo. Cacador, SC, 2011.

O teor enddgeno de ABA encontrado nogldscdas plantas
parece ser regulado por uma combinacdo de sintetapolismo de
importacdo e exportacdo e desativacdo (Walton, )19B8se autor
considerou que mudancas do meio ambiente podemetwraalteraces
em grandes proporc¢des nos teores enddégenos dessénfm Assim,
uma outra questao de relevancia na discusséo adbngdo e modo de
acao do ABA nos vegetais € a andlise de sua digt#ib e dos seus
derivados dentro das células e 6rgaos.

O conhecimento da localizacdo do ABA naddtes do alho aqui
estudado, talvez fornecessem dados para uma medhgoreensao a
respeito da influéncia do ambiensebre seus teores e sobre uma
possivel correlacdo com a inducéo do processo libacao, ja que,
ao extrair por maceracdo, as quantidades de ABA r$os
compartimentos fazem parte de uma somatéria, éicdo a analise
dos teores efetivamente ativos desse horménio.
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4. Conclusbes

Os teores enddgenos de Aclcares SolluvaasTencontrados
em plantas de alho cultivadas no campm evitro, apresentaram
padrdes de valores diferentes no decorrer do peded analises. Os
teores nas plantas cultivadas em condicao de céorgm, na média,
cerca de 23 vezes maior em relagéo aos teoreantaplcultivadam
vitro.

Os maiores teores de ABA encontrados nashés mais
externas de folhas de plantas cultivadas no campersm que a
diferenciacdo de gemas também pode estar sob wleodb ABA,
visto que, na condicdo de cultivo a campo, a difdegdo ocorre
com maior frequéncia nas axilas de folhas maisriate ou seja, nas
Ultimas folhas expandidas da planta. Além disssten&rabalho, o
ABA apresentou teores mais reduzidos nessas fotlmscidindo
com o periodo critico da bulbificacéo.

A indugcdo da diferenciagdo e bulbificagd® alhoin vitro
estabeleceu-se entre 15 a 25 dias apo0s a trarséedinplantas para
meio de cultura de bulbificagdo e na condicdo ambiede cultivo
com temperatura na faixa de 5 4@ @ fotoperiodo curto de 11h/luz.

Os aumentos pontuais verificados doseteate AST e a
inexistancia de alteracbes dos teores de ABA na das plantas
durante este periodo podem ter sido as causas ateémca de
diferenciacdo de gemas nas axilas das folhas migshas em mais
de 50% dos bulbos produzidwsvitro. Entretanto, para identificar a
real importancia dessas substéncias no processbulthdicacéo,
sugere-se um estudo minucioso da histodiferencidedaulbos para
relaciona-lo com maior precisdo ao momento exatdifgéaenciacdo
durante a ontogénese de plantas, visto que, oSgmde alteracao
nos niveis endégenos de ABA e AST encontrados nastas
cultivadas a campoia vitro, foram similares ao longo dos ciclos de
cultivo.
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CAPITULO IV

ELIMINACAO DE COMPLEXO VIRAL EM ALHO POR
CRIOTERAPIA

1. Introducéo

A eliminacédo de viroses é uma das prinsipplicacdes da cultura
de tecidos vegetais (Junghans et al., 2004), seedtivo de meristema
associado a termoterapia, a técnica mais utiliz&damessur et al.,
2002). O meristema apical consiste na regido reemngéica apical, ou
domo meristeméatico, desprovido ou com no maximo2l pgimoérdios
foliares, e o apice caulinar consiste no meristepieal com primérdios
foliares subjacentes e, em algumas situagdes, sdoiteas emergentes,
podendo o seu tamanho variar de 0,3 a 20 mm (Tetras 1998).

A aplicagcéo da cultura de meristema pawderar particulas virais
baseou-se inicialmente no conceito de "imunidadetnagristema para
virus (Morel 1948), porém, a razdo pela qual a ipoeristematica
dificulta o colonizagdo de virus ainda permanecacpoconhecida.
Matthews (1991) sugere que em células de plantdieisio, MRNAs
gue estdo presentes em concentracdes elevadaSulas ativas podem
competir efetivamente pelo aparato de traducdo BdNAS virais. O
mesmo autor relata ainda que a auséncia de vazagko em tecidos
meristematicos dificultaria a disseminagdo de viQsitra hipdtese
sugere que a interrupcdo temporal da organizacé&uoahalos tecidos
meristematicos ocasiona uma inibicao da multipicago virus devido
a nao disponibilidade de enzimas chaves (Ward (2009

A associacdo da cultura de meristemas caermoterapia tem
colaborado para o aumento na freqiiéncia de obtateftantas livres
de doencas. O uso da termoterapia no controle decde de plantas
teve inicio de uma forma empirica no século passaadEscécia, por
meio do tratamento de bulbos de plantas ornamertaisagua quente,
antes dos plantios (Ghini & Bettiol, 1995). O pipio basico desta
técnica consiste no fato de que a taxa de replicdQavirus na regido
meristematica diminui por tratamentos em detern@nadlacdes tempo
temperatura, que produzem poucos efeitos deletéoimsaterial vegetal
(Ghini & Bettiol, 1995). Neste caso, quanto mamrd diferenca entre a
sensibilidade térmica do hospedeiro e do patbégeraores serdo as
chances de sucesso da termoterapia (Gama & A9ig8)1
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O mecanismo de acdo da temperatura, taotocamtrole de
patégenos quanto na injlria do hospedeiro, é complendo que um
ou varios fatores podem estar envolvidos, como atesacdo de
proteinas, liberacdo de lipideos, destruicdo dendioios, asfixia de
tecidos, destruicao de reservas e injaria metabdhlyland & Goheen,
1969), ou por mecanismo de silenciamento de RNA&w&ch et al.,
2005).

O tratamento pelo calor pode ser feitcsidzemente, de duas
formas: por meio de uma intensa e curta exposigéi@mente usada
para erradicacdo de microorganismos (Lifshits etl883; Ravnikar et
al., 1994) ou por meio de uma menor intensidadmega exposicdo ao
calor, utilizada para reduzir a concentracdo dégmto na planta e,
geralmente, associada a cultura de meristemas -(§le8&s, 1988;
Conci et al., 1992; Ravnikar et al., 1994; Torresle 2000; Fajardo,
2002). Para tanto, o material de propagacdo padeasado com agua
guente, ar quente ou vapor (Walkey et al., 1987).

A criopreservacdo é definida como a cormge de material
biolégico em nitrogénio liquido a -198, ou, em sua fase de vapor, a -
150°C (Santos, 2000). Essa técnica pode assegurarsergagio de
material biolégico por longo periodo de tempo, wea que, nessas
temperaturas ultra baixas, o metabolismo celutar o reduzido que a
deterioracdo biologica € virtualmente paralisadan{®, 2000). O
grande desafio para o criobiologista, entretanto,redlizar um
congelamento sem a formacao de cristais de geloteor das células
(Ward, 2009). A formacao de gelo no meio intragelghusa ruptura do
sistema de membranas celulares, resultando em padsdasemi-
permeabilidade e da compartimentagéo celular, ereegfiiéncia disso,
as células entram em colapso e morrem.

Relatos sobre o0 sucesso da criopreservdgagermoplasma de
alho ainda s&o relativamente raros, apesar daerriesdemanda dessa
espécie, ndo sO para alimentacdo, mas também iparanédicinais
(Niwata, 1995; Hannan & Garoutte, 1996akowska et al., 1999
Keller, 2002 e Ellis et al., 2005). Esses pesquisssidemonstraram em
seus experimentos que é possivel criopreservaesmaulinares e
pequenos bulbilhos de alho utilizando protocolosvitigficacdo com
solucdes crioprotetoras PVS2 e PVS3.

Além da conservacdo de recursos genétiegetais, sob ultra-
baixas temperaturas a longo prazo, a criopresavvagde ser utilizada
também para a erradicacdo de varios patégenosagrtag] incluindo os
complexos virais (Brison et al., 1997). A crioteipe apices caulinares
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€ uma técnica emergente para erradicacdo de patémegpartir de
plantas de diversas espécies, e a ampla utilizalgdsa técnica é
possivel porque ela depende de protocolos de esdepracéo, ja
estabelecidos para muitas espécies de propagaggetatrea de
importancia econdmica.

A cultura de meristemas tem sido utilizad#écadas, para eliminar
virus de plantas de propagacdo vegetativa. Embarapacidade de
regeneragdo seja positivamente proporcional aoniamedo meristema
cultivado, diferentes pesquisadores tém mostradaagquobabilidade de
obtencdo de plantas sem virus é inversamente giopal ao tamanho
de meristema excisado (Faccioli & Marani, 1998;ré&sret al., 1998),
sendo recomendado tamanho reduzido, entre 0,1 anfh3para a
maioria das espécies (Torres et al.,, 1998). Partanterradicagdo do
patégeno, utilizando-se meristemas mindsculos, s@n contestada
pela dificuldade da excisdo do tecido e, princigaita, da ndo garantia
de regeneracdo e remocdo da infeccdo dos mesmém dikso, a
termoterapia, geralmente associada a cultura destemea, € um
processo demorado, tendo, muitas vezes, uma lzaiaale éxito.

Uma vantagem da crioterapia é que elaittaciltratamento de um
grande nimero de amostras, pois a erradicacdo tdgep@ por este
método é independente do tamanho do explanteadkilifBrison et al.,
1997; Wang et al., 2003) e as células infectadasedigninadas pelos
efeitos letais da ultra-baixa temperatura, semcassdade de nenhuma
remocao mecanica de tecidos (Wang & Valkonen, 20D8)Umero de
plantas sobreviventes pode ser menor apds a apeseguida da
cultura in vitro dos explantes, mas a diferenca é compensada pela
facilidade da excisdo de tecidos maiores e pelam@aiopor¢do de
plantas regeneradas livre de virus (Brison et#l7; Wang et al., 2003;
Wang & Valkonen, 2008). Desse modo, a outra vantadge crioterapia
em relagdo ao método tradicional, é que a necessitaindexacao para
identificar plantas livres do patdégeno passa angsior.

Helliot et al. (2002) relataram o sucedsocriopreservacdo para
eliminacdo deBanana streak viru§BSV) em bananaMusa sp). por
criopreservacado de apices caulinares com diametdionade 0,4 mm em
solucéo de vitrificagdo PVS2. Apds teste de ELISAnstataram que
90% das plantas estavam livres de BSV, contra 7&ahtas livres do
mesmo virus, obtidas com o tradicional método déureu de
meristemas associado a termoterapia. Nessa mesh® die estudo,
Wang e Valkonen (2008), relatam a eficiéncia daterapia para a
erradicacdo de fitoplasmas dmbatatas quando obtiveram 100% de
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plantas livres de fitoplasmas, contra apenas 7%% firomovida pelo
método tradicional de limpeza. Em trabalho com ivadéWang et al.
(2003) demonstraram que a criopreservacao reseitomais de 95% de
plantas livres deGrapevine virusA (GVA) apés longo periodo de
conservagam vitro, compartilhando com a idéia de Brison et al. (1997)
de que a criopreservacao pode ser considerado wodonéficaz para
erradicacdo de varios patdogenos em plantas, imduos complexos
virais.

Apesar das referéncias aqui citadas saboeiopreservacdo de
germoplasma de alho, nenhuma informacédo refererdgabacdo do
potencial do uso desta técnica para remoc¢ao delewospvirais foram
reportadas até o momento. Dessa forma, estudogfmgue no uso de
protocolos de criopreservacdo como técnica de rémalg viroses
contribuirdo de maneira expressiva para melhompoesso de limpeza
clonal do alho.

Este trabalho teve como objetivos: (aleeecer um protocolo de
criopreservacado de alho utilizando a técnica ddieécao, (b) avaliar a
criopreservagdo como técnica potencial para eagé@ de complexo
viral em plantas de alho, (c) comparar a criotera@ apices caulinares
de alho com as técnicas convencionais de limpezavides em
laboratério, (d) avaliar alteragbes na estruturacdlilas de apices
caulinares criopreservados causadas pelo congdlamen (e)
estabelecer um protocolo de imunolocalizacdo desvem tecidos de
apices caulinares de alho.

2. Material e Métodos

Origem e preparo do material vegetabulbilhos de alho da cultivar
“Jonas” foram coletados do Banco Ativo de GermoplagBAG) da
Epagri/Estacdo Experimental de Cacador, Santa i@atgrara 0 uso
como fonte de explantes. Os bulbos utilizados xperamentos foram
previamente testados para comprovacgéo da presengeud.

Antes do plantio, os bulbilhos foram vd@elos em camara
frigorifica a + 4C por um periodo de 30 dias para realizagdo dargueb
de dorméncia e uniformizacdo da emergéncia.
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2.1. Estabelecimento de protocolo para criopreser¢gdo de apices
caulinares de alho

Para definicdo do protocolo adequado, os apicedinaees
excisados dos bulbilhos foram submetidos a trattoeerom solugdes
crioprotetoras PVS2 e PVS3 (Sakai, 1990), confateserito a seguir:
Pré-cultura dos explantesem camara de fluxo laminar, os bulbilhos
passaram pelo processo de assepsia em etanol @93 de imersao
em solucdo de hipoclorito de sédio 1,5% por 25 toswu Apices
caulinares com até cinco primérdios foliares, fordissecados dos
bulbilhos e introduzidos em placas de petri corébdml de meio
liguido MS (Murashige e Skoog, 1962), com reduc@alois tercos da
concentracao salina (MS/3), adicionado de 3% darese e 0,1 mgt
de BAP, e mantidos no escuro &Q%or 5 dias.

Pré-condicionamente os apices caulinares foram transferidos para
placas de petri contendo solugdo de MS/3 liquideaearose, nas
concentracdes 0,3M e 0,6M, e mantidos em temperamnbiente por
24 horas em cada concentracdo. Completado o tengpopré-
condicionamento, as solugdes anteriores foram itwidsts pelas
solugdes crioprotetoras PVS2 e PVS3. Os apicemformsferidos para
placas de petri e tratados por zero, 60, 120, 1230 minutos, em
temperatura ambiente, com as solucdes de vitrdwd®V/S2 (30% de
glicerol + 15% de etileno glicol + 15% de DMSO eneiomMS) ou
PVS3 (50% de glicerol + 50% de sacarose em meio. &)a cada
periodo de tratamento houve uma renovacdo da sohganetade do
tempo. Ao final de cada tratamento, pipetou-se Hamlsolugbes PVS2
ou PVS3 em criotubos de polipropileno estéril dé @umtento 5 apices
em cada criotubo. Em seguida os criotubos, devidtmdentificados
por tratamento, foram transferidos para um canisterqual foi
introduzido em um container com nitrogénio liqui¢eNL), onde
permaneceram por 5 horas. Para cada tratamente lhow testemunha
correspondente, ou seja, ndo submetida ao nitrodi@piido (-NL). Os
tratamentos foram constituidos pelos tempos desipgm dos explantes
nas solucdes crioprotetoras. Cada tratamento fatico cinco vezes,
sendo a repeticdo constituida por um criotubo omate5 apices
caulinares, totalizando 25 apices por tratamento.

Recuperacédo dos explantedepois de cinco horas, os criotubos foram
retirados do NL, esterilizados com etanol 70% ejnterior da cabine
de fluxo de ar laminar, foi pipetado 1 ml de sélgle sacarose 0,3M
antes de leva-los para banho Maria’@0Opor 2 minutos. De volta para
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cabine de fluxo de ar, a solugdo de sacarose lfadviela e 0s apices
foram introduzidos em tubos de ensaio de 10mm xnb®@ontendo 3
ml de meio de cultura MS/3 suplementado com saedB%), BAP (0,1
mg LY e geleificado com &gar (0,6%). O pH do meio diuta foi
ajustado para 5.8, antes da autoclavagem a 1,pa@th5 minutos. Os
tubos de ensaio foram selados com PVC e mantidesoaro a 2%&
por 5 dias. ApGs este periodo, as culturas foranmsteridos para sala de
crescimento a 2&, fotoperiodo de 16h/luz e intensidade luminosa de
60 a 70 pmol de fétons s’ proporcionada por lampadas
fluorescentes frias.

Avaliacdo da sobrevivéncia dos explantderam definidas duas fases
para avaliacdo da viabilidade dos tratamentos: id$§, @m funcédo de
evidéncias de esverdeamento e inchaco dos &piceastensticos e
apos 30 dias, por meio da contagem do numero deesapjue
produziram folhas novas.

2.2. Comparacédo da eficiéncia de métodos de limpeda virus em
alho

Para testar a eficiéncia entre os métodos de limpeanal,
explantes retirados de bulbilhos de alho da cultieanas, naturalmente
infectados conmOnion yellow dwarf virugOYDV), Leek yellow strip
virus (LYSV) e Garlic common latent virugGCLV), foram utilizados
para os tratamentos de cultura de A&pices caulinareitura de
meristemas, termoterapia combinada com cultura deistemas,
crioterapia de apices caulinares, e termoterapiembg@da com
crioterapia de apices caulinares.

Neste trabalho, para efeito de entendimeiot@m considerados
apice caulinar quando o meristema tinha até 5 pdio® foliares, e
meristema quando havia presenca de no maximo dmlos.

Preparo dos explantesapds a superacdo da dorméncia em cémara
frigorifica (30 dias a temperatura d¥C4, os bulbilhos foram plantados
em bandejas de aco inox contendo uma mistura dsratdorganico e
vermiculita na propor¢cdo de 1:1 (v/v), para indubitotacdo. As
bandejas foram mantidas em estufa incubadora BOWD tesnperatura

de 25C até o inicio da brotagdo dos bulbilhos, quand@xsantes
foram entéo dissecados.

Para os tratamentos de termoterapia segdilacultura de
meristemas e termoterapia seguida de crioterap&giatamente apdés a
quebra da dorméncia, os bulbilhos foram expostosratamento de
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termoterapia a 38 por um periodo de 30 dias, antes do plantio em
substrato para indug&o da brotacao.

Cultura de 4pices caulinares -em céamara de fluxo laminar, os
explantes brotados foram esterilizados com eta®8b &eguido de
imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio 1,5% lBominutos. Os
apices caulinares foram dissecados e extraidos hidisilhos e
introduzidos em tubos de ensaio (15 mm x 100 mmj) 8anl de meio
MS/3 (Murashiqe e Skoog, 1962) suplementado corarese (3%),
BAP (0,1 mg L) e geleificado com &gar (0,6%). O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5.8, antes da autoclavagel,5 atm por 15
minutos. Apos 40 dias, as plantas sobreviventeanfotransferidas
individualmente para tubos de ensaio (20mm x 1500onjendo 8 ml
de meio MS, suplementado com sacarose (3%), ANA (fty L) e
geleificado com agar (0,6%) para induzir o desenrnwinto de bulbos.
Em ambas as fases, as culturas foram mantidaslamea&rescimento
com temperatura de 25 2@, sob fotoperiodo de 16h/luz e intensidade
luminosa de 60 a 70 umol de fétong s, proporcionada por lampadas
fluorescentes brancas.

Cultura de meristemas -foram adotados os mesmos procedimentos
utilizados na cultura de apices caulinares.

Termoterapia seguida de cultura de meristemasapdés a aplicagédo da
termoterapia nos bulbilhos, conforme ja descrite@ormente, seguiu-
se a mesma sequéncia de procedimentos adotadas madtura de
apices caulinares.

Crioterapia — Seguiu-se a mesma sequéncia de procediment@ziadot
para o0 estabelecimento do protocolo de criopresgora Para
crioterapia, o0s apices caulinares foram tratadosn ceolugcéo
crioprotetora PVS3, durante 180 minutos antes darsao em
nitrogénio liquido.

Termoterapia seguida de crioterapia- apdés a termoterapia dos
bulbilhos doadores de explantes, seguiu-se a mesqgééncia de
procedimentos adotados para o0 estabelecimento dtocpto de

criopreservacao.
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2.3. Andlises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em datimeedo inteiramento
casualizados com 5 repeticbes, sendo a repetigéstitadda por um
criotubo contendo 5 explantes, totalizando 25 wedgpor tratamento.
Foram considerados tratamentos os diferentes ngttmleliminacao de
virus (limpeza de viroses) avaliados.

Os dados foram sumetidos as andlises ddnei (teste F)
utilizando o programa SAS (versdo 9.0) e as méatiagparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Aigwais analisadas
foram: taxa de sobrevivéncia dos explantes e numerplantas livres
de virus obtidas.

2.4. Diagnose de virus

A diagnose do complexo viral foi realizade laboratério de
Cultura de Tecidos de Plantas da Epagri/Estacaceritmental de
Cacador, Cacador/SC, por testes imunoenzimatitissue printtinge
Dot-blot) e no Laboratério de Microscopia Eletrénata UnB através de
analise molecular RT-PCR.

Para comprovacdo da presenca do complexmatm pelas
espécies OYDV, LYSV e GCLV, bulbos e bulbilhos fecedores de
explantes foram previamente submetidos aos testesoenzimaticos
tissue printtinge Dot-ELISA.

Os materiais provenientes dos experimefaosm testados por
Dot-blot e os resultados foram validados por aragsins, através de
RT-PCR.

Tissue printting - as avaliacfes das amostras jEsue printtingforam
realizadas de acordo com a metodologia proposteHptguera et al.
(1997), com modificacdes.

Os bulbos e bulbilhos provenientes do Banktvo de
Germoplasma de alho da Epagri (Cacador/SC), foemtianados com
laminas de bisturi e impressos em membrana decaitriose (BIO-
RAD Trans-Blof, com poro de 0,2 um) divididas em pedacos de 4,0 x
6,0cm. As membranas foram bloqueadas por 1 h enpetatura
ambiente em solu¢do TBS-1 (50 mM Tris-HCI, pH 80 18BM NacCl)
acrescida de Tween 20 (0,5%), leite em p6 dedodtts) e 20% de
soro normal de cabra. Em seguida, as membranas focaibadas com
0s anti-soros primarios contra OYDV, LYSV e GCLMWepiamente
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diluidos 1:1000 em tampao TBS-2 (50 mM Tris-HCI, H150 mM
NacCl, 0,05% de Tween 20, 1% leite em p6 desnatsmin)eve agitacao
por 1 hora. As membranas foram lavadas no mesnpétam incubadas
com anti-soro secundario conjugado com fosfatas#imd (Sigma) por
outro periodo de 1 h, seguido de trés lavagensT@®& 1/2X (50 mM
Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl) e reveladas com NBTIBGSigma)
por 30 minutos sob agitacdo constante. Os boridiasnflavados trés
vezes com TBS 1/2X e uma vez com agua destilada emalizagcéo
definitiva da reacao.

Dot-blot: os bulbilhos matrizes doadores de explantes e esjgerados
a partir dos experimentos, foram plantados em potégiduais de 500
ml contendo substrato orgénico esterilizado e rdastiem casa de
vegetacdo sob temperatura de aproximadamenfe C25Apos a
emergéncia dos bulbilhos, os vasos foram transfenzhra um telado
anti-afideos e, durante o desenvolvimento inicias ghlantas foram
feitas amostragens da regido mediana de folhasdbe tcatamento, as
quais foram acondicionadas em sacos plasticos, ediatamente
armazenadas em recipiente refrigerado até o mordertiste.

O Dot-Blot foi desenvolvido a partir da #dlogia descrita por
Stott (1989). Para cada amostra testada tomou-gearha de massa
fresca de folha, na fase inicial de desenvolvimela® plantas, as quais
foram maceradas em 1 ml de tampdo PBS ¥2X (10mM,IR&kIH,O
pH 7,4 + 150 mM NacCl ), centrifugadas e mantiddsigeradas. A
membrana de nitrocelulose (MNC) (BIO-RAD Trans-BJotom poro
de 0,2 um) foi dividida em pedacos de 5,0 x 3,0ecmarcadas a lapis
por pontos equidistantes. Sobre cada ponto mamdidmnou-se ulL
de sobrenadante das amostras. Nas membranas Issdalsi com o0s
antigenos, foram adicionados o0s controles positigosnegativos
(BIOREBA AG, Swizerland) correspondente a cadasviestado, sendo
em seguida acondicionadas em recipiente de acrffitts livres de
ligacdo de proteinas, eventualmente presentes pasbranas, foram
bloqueados pela embebicdo com tampéo PBS-L 1/2)6 (&Bn 2% de
leite em p6 desnatado) sob agitacéo leve por Zhora

Decorrido o tempo de agita¢éo, o agerttgudador foi descartado
e em seguida adicionados os anti-soros cdtiian yellow dwarf virus
(OYDV), Leek yellow stripe virudYSV) e Garlic common latent virus
(GCLV) (BIOREBA AG, Swizerland) previamente diluisld:1.000 em
PBS 1/2X, e incubados nas membranas sob agitagémte 4 horas.
Ao final do periodo, os anti-soros foram descadadas membranas



164

foram incubadas com anti-soro secundario conjugamin fosfatase
alcalina (Sigma), diluido 1:2.000 em PBS 1/2X sgltagéo leve por 2
horas em temperatura ambiente. Decorrido o tempmaléacao, as
membranas foram reveladas com NBT/BCPI diluidostampédo de
revelagdo (MgGI6H20 5 mM, NaCl 100 mM, Tris HCI pH 8,9 100
mM) sob agitacdo leve, no escuro, por 30 minutogreEcada etapa
foram realizadas 4 lavagens das fatias de membssrak, uma com
PBS-T 1/2X e trés com PBS 1/2X. A reacdo foi pasala com a
imersdo das membranas em &gua destilada durantairifos em
temperatura ambiente e, em seguida mantidas enadmnpara secar.
Na leitura foram considerados positivos todos agpuetoros que
desenvolveram uma reacéo de cor roxa rosada, dadarte. O soro
negativo ndo desenvolveu cor. As reagdes forantidageduas vezes,
sendo testadas amostras de todas as plantas,softideada método de
limpeza.

As diluicbes dos anticorpos primarios euseé@rios, bem como os
tempos de incubacgéo, foram previamente ajustadasapaplicacao dos
testes soroldgicos.

RT-PCR (Transcriptase reversa seguida de reacdo em catdeia
polimerase)as amostragens forma feitas nas mesmas plantzsdds
para o Dot-blot. O terco médio das folhas, em plestagio vegetativo,
foi identificado e imediatamente armazenados erogéhio liquido. De
cada amostra foram coletadas trés sub-amostrasdie anevitar escape
nos resultados. As amostras foram levadas ao Ikdorae foram
realizadas 24 extracdes de RNA total com o reagBaet RNA
Reagerit. Para a deteccdo de cada espécie viral nas ampsiraRT-
PCR, foram utilizados 2iL do cDNA, incubados com 0,bL dos
primers especificos de OYDV, LYSV, GCLV, GarV-C, @D e
GarMbFV (senso e antissenso) ay\, 0,5uL de dNTP Mix a 10 mM

, 5,0uL de Green Go TdyReaction Buffer 5X e 0,126 de Go Ta{
DNA polymerase (1,25 U), para um volume final dauR5A reacao foi
amplificada em Termociclador ESE@nodelo Swift Maxi utilizando-se
0S seguintes parametros na reacdo: desnatura¢@adaaa 94°C por 3
min, seguida de 30 ciclos de amplificacdo (94°Cif; r&0°C/1 min;
72°C/1 min) e um ciclo final de 72°C/ 7 min paréeesao final.

Como controles positivo e negativo, utilizee 0 DNA plasmidial,
contendo o gene da capa protéica de cada espsaiia ger detectado e
a amostra sem DNA (dgua MilliQ tratada com DEPQu®davada),
respectivamente, em cada conjunto de reactes d&IRTrealizada.
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Os produtos amplificados e o marcador 1KWMAD Ladder
(Invitrogert’) foram aplicados em gel de agarose a 0,8%, prepaa
tampé&o 0,5 x Tris-Borato-EDTA (TBE), submetidosiétreforese (120
V), corados com brometo de etidio a 0,1 mg/mL ealigados sob luz
ultravioleta no aparelho Alpha Innotéch

2.5. Analises histolégicas

As andlises histoldgicas e ultra-estrutufatam realizadas,
principalmente, com o objetivo de observar os @feito congelamento
sobre morfologia dos explantes, e as eventuais mgadasub-celulares
causadas.

Microscopia de luz a fixacdo quimica dos apices caulinares foi
realizada com paraformaldeido 2,5%, em solucad@mpdo fosfato de
sédio 0,1M (pH 7,2) por 24 horas em temperaturaiamd. Apos a
fixacdo, as amostras foram lavadas em tampédo foffavezes, 20
minutos cada, seguido de desidratacdo em sérieaefdO, 50, 70 e
90%, 25 minutos cada e 100%, 25 minutos, 2 vezds)ckm seguida
as amostras foram infiltradas da seguinte forma:amol absoluto e
historesina (Leica Historesin, c6d. 702218500) rapgrcédo de 1 : 1
durante 24 horas, e em historesina pura durantbods, ambas as
etapas em temperatura ambiente. Logo apos aagfillr, as amostras
foram posicionadas nos moldes em diferentes ogéesm e
imediatamente emblocadas em historesina pura.

Os moldes permaneceram em bancada poor2é b em seguida
acondicionados em estufa a °G8 para completar o periodo de
polimerizacdo. Apoés a polimerizacdo, os blocoarforemovidos dos
moldes. Em seguida, cortes de 5 um de espessama fefetuados em
micrétomo (Leica, modelo RM 25) e corados com sfiea (0,5%),
para visualizagdo de nucleos e parede celular ledaztoluidina (1%)
para visualizacdo de nucleos (Gurr, 1965). Os sddem fixados em
laminas com balsamo do Canada e observados emsgipio de luz
(Olympus CX 41). As células sobreviventes aos imatgos de
termoterapia e crioterapia, com nucleo preservimtam reconhecidas
pelos nucleos corados com azul de toluidina.

Microscopia Eletrénica de Transmissdo:explantes provenientes de
bulbilhos sadios e infectados com virus, foram @ssados para estudo
das caracteristicas citol6gicas e da morfologialaelpor microscopia
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eletrdnica de transmiss&o. Apices caulinares cdotemé 5 primérdios
foram dissecados e extraidos dos bulbilhos e fixado uma solugdo
mista de glutaraldeido (2%), paraformaldeido (29%pearose 3%, em
tampéo cacodilato de sédio 0,05 M por 1h em tenperaambiente,
mais 12h em geladeira. Decorrido o periodo de &igaQ excesso dos
reagentes foi removido com quatro lavagens secgisncom tampé&o
Cacodilato de sddio 0,05M. Em seguida, as amo&iram pos-fixadas
em tetréxido de 6smio (2%) e incubadas em temperatmbiente, por
1h no escuro. O pés-fixador foi retirado e o exades eliminado com
duas lavagens com o mesmo tamp&o, por 20 minutlzs Ean seguida
adicionou-se as amostras uma solucdo de acetatwadda (0,5%) e
assim foram incubadas por 2h no escuro. O excessortrastante foi
removido com trés lavagens em 4gua destilada pomiduto.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas rem série de
concentracbes de acetona: 30; 50, 70 e 100% eamente,
incorporados em resina Spurr. Foram obtidos ceees-finos e ultra-
finos, em ultra-micrétomo com navalhas de vidro e dlamante,
respectivamente. As amostras foram analisadas egrosobpio
eletronico de transmissdo JED{modelo JEM 1011), no Laboratério
Central de Microscopia Eletrébnica da Universidadeldfal de Santa
Catarina.

2.6. Analise imunocitoquimica

Processamento das amostrasamostras provenientes de bulbilhos
infectados, foram fixadas em solucdo de Glutardied,05% e
Paraformaldeido 4% (w/v), em tamp&o fosfato 0,1M {2) por 24h a
4°C. Em seguida as amostras foram lavadas 3 vezesocamsmo
tampéo, 15 minutos cada. A desidratacdo foi reddizam série de
etanol: 12,5; 25; 50; 70; 90 e 100%, 25 minutosacaskguida de
infiltracdo com resina LR Whife (Sigma) na seguinte sequéncia:
mistura de resina e etanol (100%) na propor¢ca@dr.1lh, e resina pura
quatro vezes com trocas a cada 12 horas, em temmgede 4C. A
inclusdo das amostras foi realizada em resina pma,capsulas de
gelatina, e a secagem em estufa“C5ior 24h.

Reacdes de Imunogoldvisto que na literatura ndo foi encontrado
nenhum trabalho de referéncia sobre imunodetecgadrds em apices
caulinares de alho, um protocolo de reactes dedlooalizacdo por
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imunogold foi desenvolvido a partir do trabalho\Went et al. (1995)
com adaptagOes na metodologia.

Seccdes ultrafinas de 70-80nm (preparadod.R White) foram
cortadas com navalha de diamante e coletados & @gi niquel (300
mesh) revestidos com filme de Parlédio. Os gridarfoflutuados por
30 minutos em solu¢éo de bloqueio BSA 1% e 0.05%waen 20,
diluidos em tampé&o fosfato salina (PBS) (10 mMdusfsodio, pH 7.2,
150 mM NacCl) seguido de incubacdo overnight’@ 4om anti-soro
contra OYDV diluidos 1:100, 1:500, 1:1000 e 1:2086) solucao de
blogueio. Os grids foram lavados varias vezes ampéo PBS 1/2X
para remocgéo do excesso de solucdo e incubadds lpama com anti-
soro anti-rabbit IgG conjugado com ouro coloiddinh) diluidos 1:10
e 1:100 em solucéo de blogueio, em temperaturacat@iApos varias
lavagens com PBS 1/2X e uma lavagem em agua digstites grids
foram corados com acetato de uranila 2% e conteitte chumbo a 1%
e observados em microscépio JEQimodelo JEM 1011). As diluicdes
dos anti-soros primarios e secundarios foram coadais entre si para
determinar o melhor ajuste do protocolo.

3. Resultados e discusséo
3.1. Estado fitossanitario dos bulbilhos doadoresedexplantes

Foram indexados 100 bulbos de alho daveultionas”, dos quais,
100% apresentaram-se infectados com OYDV, 85%lco8V, e 92%
com GCLV. As amostras de bulbos que apresentaragiioenegativa
em pelo menos um dos virus testados, foram dedaartasendo
utilizados para a execucdo dos experimentos somestebulbos
infectados com as trés espécies de virus. Nas m@mwaaibmetidas ao
teste imunoenzimatictissue printting,a reacdo positiva aos antissoros
do complexo viral do alho foi identificada pelo éegolvimento da cor
roxa na membrana de nitrocelulose, conforme é amsina Figura 1.
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Figura 1. Teste imunoenzimaticiissue printtingpara deteccao de virus
em bulbilhos de alho da cultivar “Jonas”. Riguras & e D
mostram reacgdo positiva ao soro de OYDV em bulbdsuleilhos,
respectivamente. Barras: 1cm. Cagador, SC, 2011.

3.2. Estabelecimento de protocolo para criopresergdo de alho

A sobrevivéncia de apices caulinares ratarnentos controles (-
NL) variou de 72% a 100% entre as duas solucOesitdécacao
testadas (Tabela 1). Quando os tratamentos de aslmsucdes foram
expostos ao nitrogénio liquido (+NL), verificou-sema queda
significativa da sobrevivéncia, onde a maior t&&2%4) foi obtida com a
exposicdo dos explantes por 180 minutos na sollR¥d83. Nesta
solucéo, nos tempos zero e 60 minutos, nenhumrarpabreviveu, ao
passo que, ha solucéo PVS2 sé ndo houve sobrelwdmexplantes no
tempo zero.
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Tabela 1. Taxa de sobrevivéncia de apices caulinares de alhivar
“Jonas”, tratados em solugdes de vitrificacdo PVS2PVS3 por
diferentes periodos, e criopreservados ou ndo eragénio liquido.
Florianépolis, SC (CCA/UFSC), 2010.

Sobrevivéncia (%)

Tratamentos PVS3 PVS2
(duracdo em minutos) +NL -NL +NL -NL
0 0Be 96 Aa 0Bb 100 Aa
60 0Bc 100 Aa 24 Bab 96 Aa
120 36Bb 100 Aa 40Ba 76 Aa
180 68 Aa 84 Aa 32Bab 88 Aa
240 60 B ab 100 Aa 20Bb 72 Aa

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas eimaailscula nas linhas
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% dbghilidade de erro. + NL:
tratamentos criopreservados em nitrogénio liquiddL: controle.

Estes resultados estéo de acordo comassauderiores que tratam
do uso de protocolos de vitrificacdo para criopresgio de alho,
sobretudo no que se refere as performances atmgidiam 0 uso da
solugéo PVS3. No primeiro trabalho publicado sabi@preservacdo de
alho por Niwata (1995), fragmentos basais de thdkilpds-dormentes
tratados pelo método de vitrificacdo utilizandooprotetores PVS2
(Sakai et al., 1990) foram congelados e resultarama porcentagem
de rebrota dos explantes préxima de 70%. Hannaraf@te (1996)
repetiram essa abordagem experimentando uma faseprée
condicionamento, obtendo resultados semelhantesret&mo, em
ambos os trabalhos, os autores enfatizam séddepnas causados por
infeccao latente dos explantes de origem, corzalbitio taxas finais de
sobrevivéncia inferiores a 50%.

Ao contrario dos trabalhos publicados pPoivata (1995) e
Hannan & Garoutte (1996), Keller (2002) obteve Itesios superiores
utilizando solucéo de vitrificagdo PVS3 em meiacdiura liquido. Esta
solucéo crioprotetora ndo contém DMSO, ao qualnfokribuidos
efeitos tdxicos em diferentes explantes do bulbilaaalho, observados
por Keller (2002) e por Ellis et al. (2006). No geate trabalho, é
provavel que as menores taxas de sobrevivénciavaloss entre os
tratamentos com a solucdo PVS2, submetidos ou m@&orayelamento,
também foram devidas aos efeitos toxicos causaaloMSO.
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Embora os incentivos para o desenvolvimaid métodos de
criopreservacdo sejam importantes para a preserveedespécies,
existem poucos laboratérios que utilizam estes dodto para
preservacao de espécies do gémdliam em grande escala (Ellis et al.,
2006). Para esses autores, na adocao dessasdéds@malo 0 emprego
em bancos de germoplasma, alguns critérios deverobservados: 1)
um grande numero de explantes viaveis devem seemados, 2) 0s
explantes conservados devem ter um minimo de mab#é para
assegurar a viabilidade durante o armazenamendonga Iprazo e, 3) a
técnica deve ser robusta o suficiente para trabafilten muitos
gendtipos diferentes. No presente trabalho, a detan grande nimero
de explantes criopreservados, a principio, na® fobjetivo principal,
porém, um valor consideravel de viabilidade dosmuessfoi alcancado.
Por se tratar de uma primeira experiéncia, do patdovista de
conservacdo de germoplasma, os resultados aquidosbtisdo
expressivos.

Uma vez que um forte efeito genotipicoieflaéncia do tamanho
dos explantes sobre o potencial de rebrote apéagetamento ja foram
observados em trabalhos anteriores (Makowska e£t1889; Keller,
2002; Ellis, 2006), sugere-se testar mais métodos @ criopreservacao
de acessos de alho, visto que, no presente estadalhou-se com um
Unico gendtipo e uma unica fonte de explante. Gusaucbes de
vitrificacdo poderiam ser experimentadas, tais c@msolucdo PVS4
(Sakai, 1998), ou a solucdo desenvolvida por Lar{@B89) que
adiciona sorbitol e albumina soro bovino, ou a g@tude Burrit (2012)
gue experimentou a adicdo do aminoacido prolinsatacdo PVS3,
obtendo excelentes resultados. Outras técnicasiaf@aservacao, tais
como encapsulamento e desidratacdo ou encapsutamiificacao,
gue foram aplicados com sucesso a um grande nudeerespécies
(Engelmann, 2004) também poderiam ser testadashem a

3.3. Crioterapia de &pices caulinares para remo¢ddo complexo
viral do alho

Em alho, a cultura de meristema é cona@eum instrumento de
referéncia para erradicacdo de virus. Vérios thaisal baseado na
cultura de meristema apenas, ou em combinacdo ctarmaterapia,
relatam a erradicacdo de viroses. Estudos mostu@marioterapia de
apices caulinares (Brison et al., 1997; Wang et 20103, 2008) ou
aglomerados meristematicos (Helliot et al., 20@&ultam em plantas
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livres de virus com uma maior freqiéncia do queuliura de
meristema.

Entre os métodos de limpeza de virusdes neste trabalho, a
cultura de apices caulinares proporcionou a maia@ tle sobrevivéncia,
independente do periodo de avaliacdo, ndo sendotaéas diferencas
entre este método e a cultura de meristemas (Tapeka crioterapia,
associada ou ndo com a termoterapia, foi 0 métogoapresentou as
menores taxas de sobrevivéncia aos 30 dias apéscomyelamento dos
explantes. Com a associacdo dos dois métodos olbissev um
incremento na frequéncia de eliminacdo de OYDV, @CE,
principalmente, de LYSV, ausente em 100% das a&®str
sobreviventes. Por outro lado, a combinacdo daotenapia com a
cultura de meristemas promoveu uma frequénciaidenelcdo de 83,3,
100 e 38,8% dos fitovirus OYDV, LYSV e GCLV, respegmente.
(Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da cultura de &pices caulinares, culturanagistemas,
termoterapia seguida de cultura de meristemasiecaipia e termoterapia
seguida de crioterapia na sobrevivéncia e na dipdio de complexo viral
em plantas de alho cultivar Jonas. Florian6poli§ ECCA/UFSC),
2010/2011.

Sobrevivéncia (%) Plantas livres de virus
Métodos de limpeza (N°/ %)

2"semana’  4°semana’  OYDV LYSV GCLV
Cultura de apices caulinares 96 a (1;3;“95)& 6/26.1 8/34.7 3/13.0
Cultura de meristemas 80 ab 20/80 ab 8/40.0 12/60 4/20
Termoterapia + cultura meristemas 76b 18/72 b 15/83.3 18/100 7/38.8
Crioterapia (PVS3) 72 be 16/64 be 14/87.5 15/93.8 10/62.5
Termoterapia + crioterapia (PVS3) 48 ¢ 10/40 ¢ 9/90 10/100 8/80

YAvaliada em funcéo de evidéncias de esverdeamentthaco dos explantes.
2 Avaliado por contagem do niimero de apices que giadu folhas novas.
®Amostras indexadas por Dot-blot e RT-PCR.

Notadamente, os efeitos benéficos da temampia foram mais
evidentes quando foi associada a cultura de mersteonde se obteve
maiores incrementos de plantas livres das trésiespée virus (Tabela
2). Isto levanta a questado sobre o mecanismo pelbagerradicacao de
virus pode ser potencializada pela termoterapiantigéacdes de que a
termoterapia inibe a replicagdo viral enquanto grattlacdo continua,
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resultando em posterior eliminacéo do virus apdetiapices caulinares
em pleno desenvolvimento (Kassanis, 1957; Coopéfatkey, 1978).
Coerente com esse modelo, a termoterapia ndo foazefquando
aplicada sobre tecidos dormentes infectados comms i€Cooper &
Walkey, 1978). A partir dessas observacoes, o nwoande eliminagédo
de virus em plantas a partir da termoterapia ganmhenos atencao
(Bhojwani e Razdan, 1996).

Diversos estudos tém comprovado a degraddgdRNA viral em
células de folhas e apices de partes aéreas des \&@pécies em ativo
crescimento durante a termoterapia, como em frasab@eibus idaeys
(Wang et al., 2008). De acordo com Wang et al. §208sultados de
estudos como estes podem ser refor¢cados pela tBpsdenciamento
de RNA, um mecanismo celular dedicado a orientdg@adegradacéo do
RNA viral em plantas. A partir de estudos sobreanodporte seletivo de
RNAs em plantas, Foster et al. (20@2ppuseram um mecanismo de
vigilancia que regula a sinalizacdo e protege ceapia parte aérea a
partir da invasdo viral, em particular, as célutpe dao origem a
estruturas reprodutivas. Geralmente isto tem sidostatado sob
temperaturas elevadas e variadas, de 15 a 27°®yéSei al., 2003), 21
ou 27°C (Qu et al.,, 2005) e 25 a 30°C (Chellapptrale 2005).
Verifica-se um consenso entre os autores de queuacd do
mecanismo de silenciamento de RNA viral foi sigrifivamente maior
sob as temperaturas mais altas.

O silenciamento de RNA também tem sidocieteado com a
excluséo de virus a partir de meristemas caulin&ester et al., 2002;
Mochizuki e Ohki, 2004; Schwach et al., 2005). Réeemente, Wang et
al. (2008) isolaram pequenos RNAs de interferérmigpartir de
meristemas caulinares & idaeusge ndo descartaram o mecanismo de
silenciamento como uma das causas da degradagé@oudeverificada
durante a termoterapia.

No presente trabalho, a termoterapia agicaos apices caulinares
de alho foi realizada sob temperatura constante 38€. Esta
temperatura ainda é fisiologicamente adequada @am@scimento do
alho, portanto, ndo se pode descartar que taisigimsd permitissem
eficiente eliminacéo do RNA-OYDV pelo mecanismasdenciamento.

Na Figura 2, é possivel observar as reagdeantissoro OYDV,
detectadas pelo teste imunoenzimatico Dot-blotasrastras de plantas
obtidas por alguns dos métodos de limpeza de ugagmdos. As
andlises de RT-PCR confirmou os resultados do estroenzimatico
em 100% das amostras testadas para OYDV e LYSY) 625% das
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amostras testadas para GCLV (Tabela 3 e Figunat8)sugere cautela
ao interpretar resultados de diagnose, sobretuglodguse trata de testes
imunoenzimaticos que, apesar de amplamente utilizpdra indexagem
de virus em diversas espécies, podem induzir a deanterpretacéo.

Além dos virus que formam o complexo n@sado alho,
também foram testadas no presente trabalho oudsietpécies de virus
por RT-PCR: GarV-C, GarV-D e GarMbFV (Tabela 3)s&s espécies
foram identificadas por Fayad André (2010), comor@ntes na regiao
produtora de alho nobre do Rio Grande do Sul, eanbéo tenham sido
detectadas em nenhuma das amostras testadasaiesliect

Figura 2. Detecgéo derdon yellow dwarf virugOYDV) por Dot-Elisa,
em plantas de alho cultivar Jonas regeneradasitro, através dos
métodos: 1) cultura de meristemas (20 amostra®) fermoterapia
seguida de cultura de meristema (18 amostras)3) etefmoterapia
seguida de crioterapia (10 amostras). As ldffee' ‘P’ correspondem as
linhas com as reacdes dos controles negativo @ymsiespectivamente.
Cacador, SC, 2011.

As plantas sobreviventes aos métodos de limpezavidses
avaliados no presente trabalho, foram inicialmédeetificadas aos 15
dias por evidéncias de inchagco e presenca de céatwraerde nos
explantes, e aos 30 dias pela emissao de novasfdita Figura 4, sédo
apresentadas, em fases distintas, imagens de gpkobreviventes ao
tratamento de crioterapia em solugao PVS3.
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Tabela 3. Deteccao de seis espécies de virus em alhovaruliobnas por
RT-PCR, em amostras submetidas a diferentes paxetss limpeza de
virus. 1: crioterapia; 2: cultura de apices cauésa3: termoterapia seguida
de cultura de meristemas; 4 e 5 : cultura de nesnias; 6, 7 e 8:
termoterapia seguida de crioterapia. Brasilia(#B), 2011.

Amostras com resultado negativo

Espécies virais 1 2 3 4 5 6 7 8
OYDV 373 0/3 2/3 1/3 1/3 3/3 173 0/3
LYSV 3/3 1/3 3/3 2/3 2/3 3/3 3/3 3/3
GCLV 373 0/3 2/3 173 1/3 1/3 2/3 2/3
GarV-C 3/3 3/3 3/3 373 3/3 3/3 373 173
GarV-D 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
GarMbFV 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

* Os resultados relativos a espécie GCLV estamamths no gel da Figura 3.

750p|

Figura 3 — Detecgdo degglic common latent virygGCLV) por RT-PCR,
em amostras de trés de plantas de alho cultivarsJotidas de cada método
de regeneragdo utilizado. 1: crioterapia; 2: caltde apices caulinares; 3:
termoterapia seguida de cultura de meristema, :4caltira de meristema; 6,
7 e 8: termoterapia seguida de crioterapia. M: ado N: controle negativo.
P: controle positivo. Brasilia, DF (UnB), 2011.

Estudos histoldgicas existem poucas informacdes sobre o
mecanismo pelo qual a crioterapia potencializar@daracéo de virus a
partir de @&pices caulinares de plantas. Nesse xonteo
desenvolvimento ou aprimoramento de um protocolovede
obrigatoriamente, passar pelo entendimento do madeloacdo da
criopreservacdo. No presente trabalho, observag@esestrutura e
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ultraestrutura de meristemas caulinares crioprades/foram realizadas
e comparadas com um controle (Figura 5).

Figura 4. Apices caulinares de alho cultivar Jonas submgiih tratamento em
solucao de vitrificacdo PVS3 e criopreservados @mgénio liquido, aos 15

dias @), aos 30 diasBR) e aos 40 diasQ), apés o descongelamento.
Florianopolis, SC (CCA/UFSC), 2011.

Uma caracteristica marcante observada dmlasésituadas na
cUpula de meristemas caulinares de alho (célwasds) foi o pequeno
tamanho e a alta razdo nucleo-citoplasma que,otabcrelatado por
Helliot et al. (2002) paraviusa spp diminui progressivamente na
medida em que se afasta em dire¢cdo a regidao d@mbie. Nessas
células, observadas também em imagem de microsetgti@nica de
transmissdo (Figura 5D), os nucléolos apresentandiséntos e
arredondados no nucleo localizado num citoplasn@sajecontendo
varios vacuolos pequenos e um grande numero denelega (pro-
plastideos e mitocondrias), tipico de um metabdiseiular altamente
ativo.

Cinco dias apés o criotratamento, anomalias/arios graus foram
observadas nos explantes. A localizacdo das célalai§icadas indica
que as lesbes causadas pelo congelamento podemligatias ao
aumento da vacuolizacdo nas células, ocorrido apdsrmoterapia
(Figura 5E), que também se apresentaram levenmasenolisadas
(Figura 5B, regido demarcada com circulo).
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Figura 5. Alterac6es celulares em &pices caulinares dealhdonas’ associadas a
crioterapia.A-C: secc¢Bes longitudinais de &pices caulinares de @hados com
azul de toluidina e observados em microscopia de Au apice caulinar nao
criopreservadoB: é&pice caulinar 30 dias apés termoterapia com auidéde
plasmdlise;C: &pice caulinar 5 dias apds o criotratamento emcéol PVS3, com
algumas células na parte superior do meristema racieos preservadof-F:
observacdes celulares em microscopia eletronicatrdesmissdo.D: célula
caracteristica das primeiras camadas do domo afsioaktrole). As setas pretas
indicam a presenga de mitocondri&s; células mais afastadas do domo apical,
correspondente a regido circulada na figuraKkQ: células preservadas de tecido
meristematico rodeadas por células colapsadasassagios o descongelamento. C:
citoplasma; DA: domo apical; PC: parede celular; BPEmordio foliar; M:
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mitocondria; N: nicleo, Nu: nucléolo; V: vactolomRanopolis, SC (CCB/UFSC),
2011.

Quando da definicdo do protocolo de criopreservagés
apices caulinares néo tratados com solugéo crigtprat (controles) e
naqueles tratados por um periodo mais curto, armaaitas células
apresentaram lesdes graves e subsequente modadaaipelos efeitos
do congelamento (Figura 6).

o

&5, : b B8 ), SR T & P €
el s R,
Figura 6. Secc¢fes longitudinais de apices caulinares de @th“Jonas”
criopreservados, corados com safranina 0,5% e \aixkes em microscopia
de luz. Imagens de lesbes severas causadas pelelamento nas células
dos &pices caulinares néo tratad®sg tratadas por 60 minutos em solugao
PVS3 B). Barras: 200 um. Florianépolis, SC (CCB/UFSC)201

As observacgOes desse trabalho estdo ddoacom os resultados
de Helliot et al. (2002, 2003) que realizaram extubistoldégicos em
grupos de células meristematicas &kusa spp crio-tratadas e
constataram que apenas as células localizadasnmo aheristematico e
na base dos primordios foliares sobreviveram atesapia por
vitrificacdo. Os mesmos autores presumiram qudodecapia foi letal
para as células mais desenvolvidas, infectadasviels, enquanto as
células mais jovens sobreviventes encontravamrsesug maioria, ndo
infectadas poiCucumber mosaic virulCMV) e Banana streak virus
(BSV).

A leséo por congelamento tem sido desgriacipalmente, como
o resultado de cristalizacdo de agua intracelgjae, ocorre quer seja
durante o resfriamento e/ou nos passos seguinteesimngelamento.
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De acordo com Hills & Nott ( 1999) vacuolos expaludi pode ser a
conseqiiéncia mais prejudicial de um tratamento it¢érmquando
associado a crioterapia, pois a agua neles coptid@m apresentar
formas de cristais de gelo durante o congelamemtos danos as
membranas podem ser letais.

Amostras de tecidos do apice caulinaralti®, observados em
microscoépia de luz (Figura 5C) e eletrénica (Figblfa cinco dias apos
0 descongelamento, apresentaram uma estrutura stamppor uma
organizacdo de células aparentemente preservaddsadas por
algumas células fortemente colapsadas ou mortax) pequenas ilhas
de células sobreviventes identificadas na cuUpulaagice caulinar
(Figuras 5C, 5F, 5G). Observou-se que estas pesgjénas de células
sobreviventes, também observadas por Helliot (1988) é&pices
criopreservados de Ameixeir®rnus doméstiga conservaram a sua
organizacdo estrutural e capacidade de divisdoa,atmantendo
competéncia para conduzir a regeneracdo e o ddgemeoto de
plantas inteiras de alho (Figura 7).

Apesar da constatacao dos feitos benéfimsassociacdo da
termoterapia com a crioterapia, as imagens de sdoma mostram que
a crioterapia atua como um micro-bisturi, tambéterpretado dessa
maneira por Helliot (2002), ou seja, manteve vikamas camadas de
células meristematicas, mas causou a morte deasgbhalrenquimaticas
mais hidratadas e, provavelmente parasitadas pos dio complexo
mosaico do alho. Outras alteragbes morfologicags tmo as
observadas em membranas por Crowe et al. (1997)respostas
fisiologicas devido ao estresse causado pelo caothém podem ter
reduzido a tolerancia dessas células ao congelament
Consequentemente, poucas células do domo apica prichordios
foliares sobreviveram ao congelamento em nitrogéigioido apds a
termoterapia.

Andlise Imunocitoquimica:afim de conhecer a distribuicdo e a
localizacdo subcelular d@nion yellow dwarf virugOYDV) em apices
caulinares extraidos de bulbilhos de alho, variosa®s foram
executados para estabelecer um protocolo de imceiddacdo desse
fitovirus.

A imunolocalizacdo de OYDV por imunogold/e®u a presenca
do virus em quase todas as partes do 4pice calitichrindo a porgéo
distal do domo meristematico e os primordios fekar(Figura 8).
Geralmente, as células nao-diferenciadas, locaizaths primeiras
camadas do meristema apical, ndo continham paicldtectaveis de
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OYDV. Através da Figura 8E e 8F, é possivel obseavaresenca de
nanoesferas de ouro, no interior de células maistadas do domo
meristematico, confirmando a presenca de virusanesgdo do apice
caulinar, porém, sem um padréo de localizagéo fulbceefinido.

Figura 7 — Plantas de alho cv. “Jonas” regeneragtesiitro a partir de
crioterapia de apices caulinares, em varios estaggocrescimentd: plantas
em desenvolvimentin vitro, 80 dias apds o criotratament®, microbulbos
colhidos aos 120 dias ap6s o criotratameftoplanta livre de virus, 30 dias
apo6s o plantio do microbulbo em vasoDe,planta livre de virus aos 55 dias
apos o plantio do microbulbo em vaso. Barras: A=e0Fbcm, C e D= 1,0cm.
Cacador, SC, 2010-2012.
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Em células onde nao foi detectada a presdegirus, observou-se
a formacdo de parede celular delgada, com preseecalguns
plasmodesmos, aparentemente em formacdo (Figurase 88C),
enquanto que, em células infectados com o virugnedstema e na
base de primérdios foliares, plasmodesmos atravdssas paredes
celulares foram mais frequientes e visiveis (Figra

A imunolocalizacdo de OYDV em células deias regides do
apice caulinar do alho parece ter identificado imité celular através
do qual essa espécie de virus ficou impossibilitdelcse mover, algo
semelhante a divisdo de um embrido torped@m@idopsisem sub-
dominios simplastico, determinados pelo transpm#tagla-célula através
de plasmodesmos (Kim & Zambryski, 2005). Diferengesquisadores,
entre eles: Lartey et al. (1997); Oparka et al999% Lucas (2006)
defendem a hipétese que plasmodesmos regulam an@a@gdo entre as
células e, é amplamente aceito que servem pargw@agido de virus
célula-célula. Os padrdes encontrados neste t@baliicam que a
distribuicdo de virus em tecidos de apices cadmde
alho pode estar associada com o desenvolvimenfiagenodesmos e
sua capacidade de dar suporte a sua circulacao.

Apoiado nessas observacdes sugere-s®uaioa yellow dwarf virus
(OYDV) invade eficientemente apices caulinares tm,aexceto as
primeiras camadas de células do domo meristeméatiemonstrado
através da imunolocalizacdo. A auséncia de simaigiis verificada
nessas células pode ser devido a entrada restritéras, ao invés de
entrada, replicacdo e posterior degradacdo do pkles calor ou por
outros mecanismos desconhecidos.

Para suportar este modelo, cabem dymagdsies: a primeira, é
sustentada por dados recentes que mostram quealosstémico de
silenciamento, gerados em outros tecidos ondeenciimento de RNA
é ativado, ndo foi encontrado na regido de céldlascupula de
meristemas deArabidopsis durante embriogénese (Kobayashi &
Zambryski, 2007); e a segunda, diz respeito aigéstao movimento de
proteinas nesta regido do meristema, em funcaonekisiéncia de
elementos de vasos nesses tecidos, responsaweisgpeiporte de virus
a longa distancia (Figura 8A), e pela mal formadaoplasmodesmos
responsavel pelo movimento célula-célula de vitasbém verificado
no presente estudo.
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Figura 8. Detecgdo imunocitoquimica dmion yellow dwarf virugOYDV)
infectando células do &pice caulinar de alho @na3’.A- sec¢éo longitudinal
do apice caulinar corado com azul de toluidinagokElo em microscopia de
luz, indicando regido de células do domo apicataésdrancas) e células
diferenciadas (setas pretas) em regido vasculaiifac F: Observacbes em
microscopia eletrénica de transmissBeC: célula tipica do domo apical, com
presenca de parede celular delgada e plasmodesmiosreacao (setas pretas);
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D: célula diferenciada, tipicas das regifes indisaua figura 8-A, com forte
presenca de plasmodesmos atravessando a paretie (sdtas pretask-F:
imunoreatividade para OYDV revelada pela preserggaahoesferas de ouro
coloidal (setas brancas). A regido demarcada coenloipontilhado na figura
8-D corresponde a regido da célula mostrada nad&p; LM: lamela média;
N: nucleo, Nu: nucléolo; PC: parede celular; PCaspiodesmo; V: vacuolo.
Florianopolis, SC (CCB/UFSC), 2011.
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4. Conclusbes

As possibilidades de conservacédo de gdasom de alho a partir
do protocolo de criopreservacdo desenvolvido ndésibalho séo
elevadas. A técnica de criopreservacao estabeldgidaplicada com
éxito como ferramenta para remocéo do complexd wiegaico do alho
que, comparado ao tradicional método da culturasteena, promoveu
taxas mais elevadas de eliminacdo das espéciésgiracompdem este
complexo.

No presente trabalho, é sugerido um modeto qual a
termoterapia causou uma avangada degradacao dssdarcomplexo
mosaico do alho em 4&pices caulinares. Posterioanentcrioterapia
reduziu a dimensdo desses é&pices fortemente irosdgidlos virus.
Esses dois efeitos em conjunto resultaram em unrecdio em que 40%
dos apices sobreviveram e foram capazes de rege9@¥a 100% e
80% de plantas livres de OYDV, LYSV e GCLV, respaunente.
Constatou-se ainda, por meio do teste de imuncgiEie@ueOnion
yellow dwarf virus(OYDV) invade eficientemente apices caulinares de
alho, exceto as primeiras camadas de células ddacdp meristema.

Os resultados desse trabalho demonstrgramalém da maior
taxa de regenerantes proporcionada, a crioterapie pevitar as
dificuldades envolvidas no método tradicional depkza, tais como:
tempo dispensado, a excisdo de meristemas muitoepeg para
garantir a regeneracao de plantas, o uso de egeliff@smais precisos e
mao de obra qualificada.

Os métodos soroldgico e molecular emputeganeste trabalho
foram eficazes para a diagnose dos virus, podead@micados na
rotina do laboratério visando a obtencdo de gaantie qualidade
fitossanitaria das sementes livres de virus piiddsz sobretudo, os
métodos enzimaticos por serem de menor custo &dekecucao.
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5. Considerag0es finais

Nas ultimas décadas pesquisadores do mateim, dedicados a
pesquisa do alho, tém realizado estudos com obgetiwersos, com
destaque para investigagOes que visam divulgaoragyrer os atributos
terapéuticos dessa importante hortalica cultivadansumida em varios
paises. No contexto agronémico, porém, as inforemgkradas pela
pesquisa ainda estdo aquem das demandas do setotiyy, com uma
baixa frequéncia de trabalhos voltados aos aspeatpendmicos
praticos dessa espécie. Atualmente, estudos deedatigados a
gualidade fisioldgica e fitossanitaria do alho-seteecom o objetivo de
obter avangos no conhecimento cientifico, figuramree os mais
carentes de pesquisa.

As infecgdes sistémicas de plantas de pltocomplexos virais
causam significativas perdas de producdo nas lasouk forma de
propagacdo vegetativa da cultura é um facilitadortransmissdo de
varias espécies de virus ao longo dos ciclos deiplaD alho-semente
utilizado pela maioria dos produtores no Brasilaestfectado por
alguma espécie viral, devido a auséncia de um gnaogde controle da
sanidade do material de propagacéo, e, principaémele um sistema
de producédo eficaz. Esta limitagdo tem levado admatb da
concentracdo viral nos cultivos sucessivos, causamda reducdo de
produtividade e qualidade em grandes proporc¢des.

A cultura de meristemas para eliminacaweideses em plantas de
alho é uma importante ferramenta da Cultura dedbsciVegetais,
aplicada em varios paises do mundo. Apesar darspla aitilizacdo, os
protocolos atuais apresentam deficiéncias quangtembdade fisiologica
e fitossanitdria da semente produzida, ligadas exwimento e a
ineficacia para a erradicacdo de complexos vigissentes de forma
latente na maioria das cultivares de alho plantadafrasil. Nesse
contexto, a presente pesquisa gerou informacoepaperdo contribuir
para um melhor entendimento dos aspectos em gqudstao como,
contribuir para melhoria do sistema produtivo.

Quanto aos fatores fisioldgicos relaciorsaddormacgédo do bulbo
de alho, até entdo pouco conhecidos, o conjuntesidtados obtidos
indicam que plantas de alho cultivadasvitro também apresentam
respostas morfogenéticas para a diferenciacdo enwasimento de
bulbos do tipo termo-fotoperiddico dependente.

Observou-se neste trabalho que o processmldificacaan vitro
do alho consiste de duas fases: a primeira faseurnancaracteristica
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morfogénica para o qual a condicdo climatica, teatpea reduzida e
fotoperiodo curto, seriam os indicadores. A seguetdpa € iniciada
gquando o indice de bulbificacdo atinge razdo buwbare a partir desse
momento a intensificagdo da formacdo do bulbo ecem correlacdo
com o acumulo de massa até o final do ciclo.

Com relacdo aos niveis enddégenos de ASBA éncontrados em
plantas de alho cultivadas vitro, apesar de evidéncias apresentadas,
acredita-se que nao h4 ainda suporte suficiengegdmmar com clareza
gque o &cido abscisico, sob a influéncia do fotopleri estaria afetando
negativamente o processo de bulbificacdo em plalgasho cultivadas
in vitro, visto que, ndo se tem ainda um estudo detalhadhdstbgénese
da bulbificacdo para suportar esta hipotese.

Estudos realizados nos ultimos 20 anosulteeam no
desenvolvimento de protocolos de criopreservacécétidas e tecidos
de uma grande variedade de espécies de plantasnliws casos as
técnicas de criopreservacdo avancaram o suficparte vislumbrar seu
uso imediato em larga escala, em bancos de gersma@leEntretanto,
alguns materiais vegetais ainda se mostram sessivetongelamento,
como € o caso de sementes recalcitrantes (Saf@3). A diversidade
de resposta entre as diferentes espécies de plantamiesmo entre
diferentes tecidos de uma mesma espécie, difi@dtaremaneira a
generalizacdo e o desenvolvimento de um protoalocadater universal
(Ward, 2009).

As adaptacgOes e otimizagOes realizadas redtalho permitiram a
obtencdo de um protocolo especifico para criopragéo de alho,
através de técnicas de vitrificacdo. As possildiéade conservacao do
germoplasma de alho, a partir do protocolo desemlsdo elevadas,
visto que, a taxa de sobrevivénvia de plantas abtld até 68%,
encontra-se dentro dos patamares aceitaveis maesarvacao.

Além do uso para conservagdo de germoplasma, fidentse a
criopreservagdo como uma ferramenta promissora pgaradicar
complexos virais em plantas de alho, e, possivaknantros agentes
infecciosos, podendo ser proposta sua utilizac&wanétodo eficaz na
conservacao de germoplasma de alho sadio e liwgue

Contudo, a estabilidade do estado fitotsanidas plantas devera
ser comprovada nas geragfes futuras, mantidasdaodeprotegidas de
vetores. Da mesma forma, o efeito dos protocolasgyénicos e de
regeneracdo sobre a estabilidade genética do alateentido em
nitrogénio liquido precisa também ser averiguado.
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Num contexto geral, este trabalho de fesdundamentado na
necessidade de pesquisas para contribuir para diaedgp das
perspectivas da utilizacdo de tecnologias de limplezvirus, em favor
do desenvolvimento da cultura do alho. Consideraggee as
informacdes obtidas representam um avango no conbem dessa
espécie, e os resultados devem contribuir paracasss informacao
disponivel dos temas aqui abordados, podendo skrvieferéncia para
pesquisas futuras.

Dessa forma, os resultados, avancos eagpks a serem obtidos a
partir dessa pesquisa estdo associados aos seguiapEcos:
conhecimento dos aspectos morfogenéticos de inmuiatéia origem e
no desenvolvimento de bulbos de cultivares de altmshecimento dos
fatores que afetam o processo de diferenciacaom@éé@io de bulbos em
sistemas de cultivan vitro; a regeneracdo das cultivares de alho-
semente nobre permitird a expresséo do verdadeiemgal produtivo
das mesmas.

E oportuno mencionar ainda que, por sereteriais com maior
capacidade produtiva, estudos de degenerescéngtamtas livres de
virus a campo deverao ser propostos. A obtenc@omwes coeficientes
técnicos ajustados a tecnologia de producdo pedimitna revisdo nas
normas técnicas de producdo para a cultura do &kon disso,
materiais potenciais que apresentarem respostandagicas
satisfatorias serdo difundidos entre os produtgreserencialmente os
das principais regifes produtoras.
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