© 0 N OO gabhwdN P

W W W W W N N N DN N DD N ND NN DN PP PP PP PP PR, R
A W N P O © 00O N O O »~ WN PP O © 00N O 00k~ wnN O

Regeneracdo de plantas de alho in vitro ap6s o cultivo de &pices

caulinares
Diego Apelfeler'; Fernanda Rausch Fernandes?;

Faculdade Anhanguera de Brasilia, 71950-550 Taguatinga/DF. Embrapa Hortalicas. BR 060, Km 09,
70359-970 C.P. 218 Brasilia — DF; diego_kawaii@aedu.com, fernanda@cnph.embrapa.br.

RESUMO

Foram avaliados o potencial de regeneracdo de genotipos de alho (Gigante de Lavinia,
San Valentim, Ito, Cacador, Chinés Real, Cattura, Jonas, Gravata, Peruano, Roxo
Caxiense, Amarante, Gigante do Nucleo, Bergamota, Hozan, RAL 41, RE518.1 e
Ribeiro) ap6s a termoterapia e o cultivo de &pices caulinares, procedimentos que
compdem a limpeza clonal do alho. Foi realizado o procedimento de limpeza clonal
adotado pelo Laboratorio de Biologia Celular da Embrapa Hortalicas, e avaliada a taxa
de regeneracdo, para posterior indexacéo viral das plantas regeneradas. Percebe-se que
existe diferenca nitida entre as cultivares quanto a taxa de regeneracdo, possivelmente
em funcéo de uma diferenca de sensibilidade quanto a termoterapia e/ou ao cultivo dos
apices caulinares.

PALAVRAS-CHAVE: Allium sativum L., virus, cultura de tecidos.

ABSTRACT

We evaluated the potential for regeneration of garlic genotypes (Gigante de Lavinia,
San Valentim, Ito, Cagador, Chinés Real, Cattura, Jonas, Gravatd, Peruano, Roxo
Caxiense, Amarante, Gigante do Nucleo, Bergamota, Hozan, RAL 41, RE518.1 e
Ribeiro) after thermotherapy and shoot tip culture,

procedures of clonal cleaning of garlic. We carried out the cleaning procedure adopted
by the Cell Biology Laboratory at Embrapa Vegetables, and evaluated the regeneration
rate for subsequent viral indexing of regenerated plants. It can be seen that there is clear
difference between cultivars in regeneration rate, possibly due to a difference in
sensitivity to the thermotherapy and / or the cultivation of the stem apex.

Keywords: Allium sativum L., virus, tissue culture.

INTRODUCAO

O alho é hospedeiro natural de espécies virais pertencentes aos géneros Potyvirus,
Carlavirus e Allexivirus, que tém sido detectadas em plantas de alho nas principais
regides produtoras em todo o mundo (Barg et al., 1994; Lunello et al., 2007; Dovas et
al., 2001; Fajardo et al., 2001; Conci et al., 2002; Koo et al., 2002; Chen et al., 2004;
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Melo Filho et al., 2004; Takaki et al., 2005; Melo Filho et al., 2006; Shahraeen et al.,
2008; Karlova et al., 2009; Smekalova et al., 2010). Os virus sdo disseminados e
perpetuados em plantios sucessivos, acarretando degenerescéncia, uma vez que as
cultivares de alho plantadas no Brasil e em varios paises do mundo, estdo infectadas por
um ou mais virus (Carvalho, 1986; Conci et al., 1992; Barg et al., 1994; Tsuneyoshi et
al., 1998; Fajardo et al., 2001; Takaichi et al., 2001; Mituti et al., 2011). As infeccdes
causadas por virus sdo dificeis de serem evitadas devido a transmissédo via vetores e pela
eficiente transmisséo via alho-semente contaminado. A obtencéo de alho livre de virus €
de extrema importancia e a metodologia mais comumente utilizada é a cultura de
meristemas, acompanhada ou néo pela termoterapia (Walkey et al., 1987; Torres et al.,
2000). Um fator da limpeza viral que pode ser otimizado é a termoterapia, avaliando-se
a adaptacdo de melhores condicbes de temperatura e fonte de calor ao cultivo de apices
caulinares para as cultivares que necessitam desse tratamento prévio. Conci et al. (2005)
verificaram comportamento diferencial de 11 cultivares submetidas ou ndo a
termoterapia previamente ao cultivo “in vitro”. Verificou-se que a termoterapia
promoveu incremento no ndmero de plantas livres de virus para algumas cultivares,
enquanto que, para outras ndo havia diferenca entre realizar ou ndo esse tratamento
prévio. Isso demonstra a importancia de se estabelecer uma metodologia adaptada para
as cultivares em estudo. Foi verificada também a taxa de eliminacdo de representantes
dos trés géneros de virus, sendo que os Potyvirus e Carlavirus foram mais facilmente
eliminados nas cultivares testadas. Em se tratando dos Allexivirus, houve reacgédo
diferencial entre as cultivares e as espécies virais. Outras modalidades de erradicacdo de
virus de material vegetal tém sido estudadas. A crioterapia tem se mostrado uma técnica
eficiente na limpeza clonal de fitopatdgenos e ja foi testada para varias espécies vegetais
(Wang et al., 2008a, 2008b, 2009).

Sabe-se que a utilizacdo de alho-semente de elevada qualidade fitossanitaria € a
tecnologia que pode proporcionar maiores rendimentos e a garantia de obtencdo de um
produto de melhor qualidade a ser oferecido no mercado. Analisando plantios de alho
livre de virus durante trés anos consecutivos, Tanabe (1999) verificou, ao final do
terceiro ano, que 47% das plantas originalmente livres de virus estavam infectadas e
apresentaram uma queda de 27% na producgdo. Entretanto, essa queda foi irrelevante

quando comparada as plantas provenientes de sementes utilizadas pelo produtor. Ao
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final dos trés anos de exposi¢cdo em campo, as plantas de alho-semente livre de virus
apresentaram um aumento de producdo de 100%, quando comparadas as plantas
originadas de alho-semente utilizado pelo produtor. Na Argentina, Conci et al. (2003)
verificaram um aumento de 66 a 216% na massa de bulbos de plantas livres de virus em
relacdo as plantas infectadas no primeiro ciclo de cultivo e, ainda no quinto ciclo, foi
observado aumento de 33%. Em outro estudo na Argentina, Perotto et al. (2010)
avaliaram o efeito de infeccOes virais adicionais em cultivo de alho livre de virus, alho
infectado pelo GarV-A, alho infectado pelo GarV-C e alho infectado por uma mistura
de virus que naturalmente infectam a cultura, sendo que a avaliagdo foi realizada
durante quatro estagdes de cultivo. Os autores verificaram que a produtividade do alho
reduziu mais rapidamente em plantas infectadas com pelo menos um allexivirus e com a
mistura de virus do que as plantas que eram inicialmente livres de virus. No Brasil,
Melo Filho et al. (2006) conduziram um estudo durante sete anos consecutivos com o
objetivo de verificar a degenerescéncia relacionada a reinfeccdo no cultivo de alho,
registrou um aumento de 141% da producdo em plantas livres de virus em relacdo as
infectadas pelo complexo viral no primeiro ciclo, enquanto que, no quinto ciclo, ainda
foi registrado um aumento de 49%. Até na sétima geracdo de plantio, em condicGes
experimentais com alta pressdo de indculo, a producéo foi cerca de 30% maior que
aquela obtida com o alho utilizado comumente pelo produtor (Melo Filho et al., 2006).
A melhoria no sistema de obtencao de alho de alta qualidade fitossanitaria € um esfor¢o
com elevado mérito, haja visto que o insumo obtido é o maior fator contributivo a
elevacdo da competitividade do produtor nacional e fortalecimento da cadeia produtiva.
O presente trabalho teve o objetivo de avaliar o potencial de regeneracdo de plantas de
alho a partir do cultivo de apices caulinares submetidos previamente ao tratamento
termoterapico para diferentes cultivares de alho.

MATERIAIS E METODOS

Foram obtidos bulbilhos (utilizados como fonte de explante) dos gendtipos Gigante de
Lavinia, San Valentim, Ito, Cacador, Chinés Real, Cattura, Jonas, Gravata, Peruano,
Roxo Caxiense, Amarante, Gigante do Nucleo, Bergamota, Hozan, RAL 41, RE518.1 e
Ribeiro e estes colocados em camara fria a 4°C, de modo a atingirem o indice visual de
superacdo de dorméncia (IVSD de 80%). Estes foram previamente selecionados por

tamanho, de modo a homogeneizar o desenvolvimento in vitro. Assim que foram

Il Jornada Cientifica da Embrapa Hortalicas, 31de julho e 1 de agosto, Embrapa Hortaligas 2012.



99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

115
116

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

128
129
130
131

retirados da camara fria, foram colocados em bandejas e mantidos em estufa a 37°C, por
um periodo de 30 a 44 dias. Finalizado o periodo de termoterapia, 0s bulbilhos foram
seccionados transversal e longitudinalmente para a eliminacdo das folhas protetoras.
Procedeu-se a desinfestacdo dos apices (10 a 20 mm de tamanho) com solucdo de
hipoclorito de sédio 0,5% (20 minutos) e, em seguida, lavados em agua destilada e
autoclavada. Os explantes foram excisados em capela de fluxo laminar (em condigdes
assépticas) e consistiram do meristema apical com um primoérdio foliar e porgédo
subadjacente do caule. Estes foram inoculados em meio de cultura basico para
diferenciacéo de parte aérea (MS; 3% sacarose; 0,2% de gelrite e, em mg.L™: i-inositol,
100; glicina, 2,0%; tiamina.HCI, 1,0; piridoxina.HCI, 0,5; &cido nicotinico, 0,5;
isopenteniladenina, 0,1 e acido indolbutirico, 0,1) distribuido em tubos de ensaio
fechados com tampas de propileno e autoclavados. Os explantes excisados em capela de
fluxo laminar foram colocados individualmente nos tubos contendo 0 meio e estes
foram mantidos em camara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperatura
de 25+2°C. A partir do dia em que os explantes foram inoculados foi observada a
frequéncia de regeneracéo de plantas de alho.

RESULTADOS
Foram cultivados um total de 1007 apices caulinares apds o tratamento termoterapico,

dentre esses 13% da cv. Gigante do Nucleo, 14% da cv. Ribeiro; 9,53% do acesso
RES518.1, 6,65% do acesso RAL 41, 10,33% da cv. Caturra, 13,80% da cv. Chinés Real,
18,37% da cv. San Valentin e 14,3% da cv. Cacador. Esses numeros dependeram da
disponibilidade de bulbos de cada acesso usados como fontes de explantes.

Percebe-se grande variagdo entre as cultivares em termos de percentual de regeneracao
apos o tratamento termoterapico (Tabela 1). Esse trabalho é uma analise preliminar com
0 objetivo de ajustar a melhor condicdo termoterapia aos diferentes gendétipos para
otimizar a obtencdo de plantas regeneradas. E possivel verificar que as diferentes
cultivares tem comportamento diferencial ao periodo de tratamento e, possivelmente, a
propria caracteristica de potencial de regeneracao.
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Tabela 1. Avaliacédo da regeneracéo de plantas de alho apds o procedimento de limpeza
clonal. Embrapa, 2012.

. Numero (e %) de plantas
. NUmero de .
- Termoterapia | , . . regeneradas, aos x dias
Gendtipo : apices caulinares ; . .
(dias) i apos o cultivo dos apices
cultivados )

caulinares
Gigante do Nucleo 35 dias 39 0 (0%); 38
Gigante do Nucleo 36 dias 92 5 (5,43%); 37
Ribeiro 30 dias 54 1 (1,85%); 36
Ribeiro 31 dias 87 3 (3,45%); 35
RE518.1 35 dias 96 1 (1,04%); 31
RAL 41 30 dias 67 2 (2,99%); 30
Caturra 32 dias 7 1 (14,29%); 30
Caturra 33 dias 80 0 (0%); 29
Caturra 34 dias 17 0 (0%); 28
Chinés Real 30 dias 89 23 (25,84%); 23
Chinés Real 31 dias 50 2 (4%); 21
San Valentin 32 dias 75 33 (44%); 20
San Valentin 35 dias 41 1 (2,44%); 17
San Valentin 36 dias 69 8 (11,59%); 16
Cacador 42 dias 35 4 (11,43%); 10
Cacador 43 dias 52 3 (5,77%); 9
Cacador 44 dias 57 4 (7,02%); 8
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