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RESUMO

SANTOS, Andreia Pereira. Influéncia da troca gasosa e concentracdes de sacarose na
fase de bulbificacao in vitro de Allium sativum L. 2021. 20f. Trabalho de Conclusao de
Curso (Graduacao em Agronomia) - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,
2021.

O alho (A/lium sativum L.), ¢ uma espécie propagada vegetativamente, e por esse motivo
facilita a disseminacdao de patogenos, como virus, favorecendo o aparecimento de
doengas, o que acarreta na diminui¢ao da produtividade e da qualidade do produto. Uma
vez que nao se pode lancar mao de variedades de alho resistentes e/ou tolerantes no Brasil,
o manejo de viroses a campo ¢ dificultado, e por isso o processo de limpeza clonal ¢ a
medida que mais se destaca no controle das viroses em plantas de alho, mais precisamente
a cultura de meristemas. Mas devido as especificidades de cada cultivar torna-se
necessario o ajuste dos protocolos ja existentes para as cultivares de interesse, partindo
disso, objetivou-se com o presente trabalho investigar influéncia de diferentes
concentragdes de sacarose adicionadas ao meio de cultivo, bem como compreender o
efeito da troca gasosa no microambiente, sobre as caracteristicas produtivas das cultivares
de alho nobre Ito e Quitéria, cultivadas in vitro. Para isso realizou-se dois experimentos,
para ambos foram adotados o delineamento em blocos, sendo que para o primeiro
experimento onde foi estudado o efeito do microambiente, foram combinadas trés tipos
de tampas: sem furo, 1 furo e 2 furos, com esquema fatorial 2x3 com 6 tratamentos ¢ 15
repetigdes, € para o segundo experimento, foram combinadas 6 concentragdes diferentes
de sacarose (0, 2, 4, 6, 8 e 10%) com as cultivares Ito e Quitéria, Adotou-se delineamento
experimental em blocos casualizados com esquema fatorial 2x6 totalizando 12
tratamentos com 5 repeticoes. Cada parcela experimental foi composta por um pote
plastico contendo 6 explantes. As Caracteristicas analisadas foram :Massa fresca de parte
aérea (MFPA), Massa fresca de Raiz (MFR), Massa fresca de Bulbo (MFB), Numero de
bulbos por planta (NBP) e Didmetro de bulbo (DB) e taxa de bulbificagdo. A partir da
analise dos dados obtidos, ficou evidente que existe correlacdo negativa forte entre plantas
de alho para as caracteristicas MFR e MFPA com NBP e MFB. Para o experimento de
microambiente, pode-se afirmar que o melhor tratamento foi quando se utilizou tampas
sem furo, uma vez que nao se diferiu estatisticamente para NBP e MFB e ainda se mostrou
o tratamento menos oneroso, além de diminuir o risco de contamina¢ao, Com relagdo ao
experimento de diferentes concentragdes de sacarose, a concentragdo de 8% se mostrou a
que reune maiores rendimentos das caracteristicas de interesse DB, NBP e MFB, assim
como a concentracdo de 10% no entanto a 8% além de um menor gasto com este insumo,
diminui-se também a risco de contaminagdes por fungos.

Palavras-chave: Alho, Microambiente, Microbulbos, Ito, Quitéria.



ABSTRACT

Garlic (Allium sativum L.) is a vegetatively propagated species, and for this reason it
facilitates the dissemination of pathogens, such as viruses, favoring the appearance of
disease, resulting in reduced productivity and product quality. Since resistant and/or
tolerant garlic varieties cannot be used, the management of viruses in the field is
difficult, and for this reason the clonal cleaning process is the most outstanding measure
in the control of viruses in garlic plants , more precisely the culture of meristems. But
due to the specificities of each cultivar, it is necessary to adjust the existing protocols
for the cultivars of interest. Therefore, the aim of this study was to investigate the
influence of different concentrations of sucrose added to the culture medium, as well as
to understand the effect of gas exchange in the microenvironment on the productive
characteristics of noble garlic cultivars Ito and Quitéria, cultivated in vitro. the effect of
the microenvironment, three types of lids were combined: no hole, 1 hole and 2 holes,
with a 2x3 factorial scheme with 6 treatments with 15 replications, and for the second
experiment, 6 different sucrose concentrations were combined (0, 2, 4, 6, 8 and 10%)
with the cultivars Ito and Quitéria, adopting a randomized block experimental design
with a 2x6 factorial scheme with 12 treatments. with 5 repetitions. Each experimental
plot consisted of a plastic pot containing 6 explants. The characteristics analyzed were:
Fresh aerial part mass (MFPA), Fresh root mass (MFR), Fresh bulb mass (MFB),
Number of bulbs per plant (NBP) and Bulb diameter (DB). From the analysis of the
data obtained, it was evident that there is a strong negative correlation between garlic
plants for the characteristics MFR and MFPA with NBP and MFB. For the
microenvironment experiment, it can be said that the best treatment was when caps
without holes were used, since it did not differ statistically for NBP and MFB, it still
proved to be the least costly treatment, in addition to reducing the risk of contamination,
Regarding the experiment of different concentrations of sucrose, the concentration of
8% was shown to have the highest yields of the characteristics of interest DB, NBP and
MFB, as well as the concentration of 10% however to 8% in addition to a lower expense
with this input also reduces the risk of contamination with fungi

Keywords: Garlic, Microenvironment, Microbulbs, Ito, Quitéria.
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1. INTRODUCAO

O panorama atual do mercado consumidor de alho no Brasil, mostra que no ano de
2020, o consumo de alho atingiu o volume de 36 milhdes de caixas de 10 kg. Entretanto
cerca de 55% de todo esse alho que foi consumido, foi produto de importagdo,
principalmente de origem Chinesa e Argentina, esses numeros deixam claro, que a
produgdo nacional ainda ndao consegue suprir nem a metade da demanda interna, mesmo
assim a cultura do alho vem se mostrando em expansdo nacional, isso pode ser
evidenciado pelo aumento da area plantada de 9.500 hectares em 2016 para 14 mil
hectares, em 2020, e as proje¢des futuras sdo de dimuir drasticamente as importagdes de alho
no Brasil, isso porque esse alto volume de importagdes acabam pressionando os precos internos,
e deixando o produtor Brasileira em desvantagem com essa competi¢ao entre prego ¢ qualidade,
dado que o alho nobre brasileiro tem uma qualidade muito superior quando comparado aos que
sdo importados, no entanto o seu custo de producdo é proporcionalmente mais elevado.
(ANAPA, 2021; RUBIN, 2020).

Nessa corrida para diminui¢do das importagdes os produtores Brasileiros tém alternativas
limitadas para toranar o alho nobre nacional cada vez mais competitivo e uma delas € apostar no
aumento da qualidade do produto oferecido ao consumidor, no entanto um fator limitante para
alcangar esse objetivo sdo os complexos virais que se acumulam no alho produzido no campo
geracdo apos geracdo (RESENDE, 2018).

O alho (A/lium sativum L.), ¢ uma espécie propagada vegetativamente, e por esse
motivo a disseminagdo de patdgenos ¢ facilitada, dentre esses patdgenos, os virus
apresentam um destaque especial, uma vez que esses complexos virais acarretam na
diminui¢do da produtividade e da qualidade do produto. Devido a particularidades da
propria espécie o lancamento de variedades de alho resistentes e/ou tolerantes a virus ¢
algo que ainda nao foi alcangado, e por esse motivo o manejo de viroses a campo €
dificultado, de modo que o processo de limpeza clonal ¢ a medida que mais se destaca no
controle das viroses em plantas de alho, mais precisamente a técnica de cultura de
meristemas. Esse processo permite quebrar o ciclo de replicagcdo dos virus e resgatar as
plantas da degenerescéncia viral, em uma taxa de eficiéncia média de 80 a 95% de plantas
livres de virus (LV), O cultivo de meristemas consiste basicamente excisdo de uma Unica
parte da planta ndo infectada por virus, a qual apresenta eleveda velocidade de
multiplica¢do e auséncia de um sistema vascular, o que impede disseminagao viral no
tecido regenerado. (CARVALHO & VIDAL, 2003; MENEZES JUNIOR, 2011).

A micropropagacao tem sido a técnica de cultivo in vitro mais utilizada para obtencgao
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de plantas livre de virus (LV), por oferecer um grande potencial para multiplicacao rapida
e massal, em periodo de tempo e espacgo fisicos reduzidos, além de possibilitar a obtencao
de plantas com excelente estado fitossanitdrio. Entretanto para o sucesso da
micropropagacao € necessario que o ambiente seja estéril e tenha as condigdes ambientais
controladas com o maximo de rigor possivel (LAMEIRA et al., 2000).

Um dos fatores intimamente ligados ao sucesso da técnica ¢ o dominio da tecnologia
de propagagdo em laboratdrio, bem como os fatores que afetam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas in vitro, tais como: a composi¢ao dos meios de cultura de
tecidos, bem como o seu balango hormonal, concentracdo de sacarose, utilizagdo de
agentes osmoticos, permeabiabilidade a trocas gasosas no microambiente e condigdes
externas como fotoperiodo, temperatura e limpeza do ambiente, todos esse fatores devem
estar harmonicamente bem estabelecidos e controlados pois se somam para o sucesso da
micropropagao. (DE ANDRADE, 2002).

Além dos cuidados supracitados, existe um outro fator intimamente ligado ao éxito
da micropropagacao, que ¢ a especificidade de cada espécie e cultivar que ¢ submetida a
esta técnica, visto que cada uma dela apresentam uma demanda tanto nutricional, quanto
de condi¢des ambientais distintas. Partindo do exposto e levando em consideracao a
excassez de protocolos disponiveis na literatura no que se refere a qualidade do alho
semente produzido, o objetivo com este trabalho foi verificar a influéncia da troca gasosa
e concentragdes de sacarose na fase de bulbificagdo in vitro das cultivares Ito e Quitéria
de Allium sativum L, para otimizar e adaptar o protocolo de cultivo em larga escala de

alho via micropropagacao para as cultivares supracitadas.

2. REVISAO DE LITERATURA

Uma pesquisa nasce da necessidade em solucionar um problema vigente. A ciéncia
agraria ¢ uma area em vasta extensdo, visto que a demanda por alimentos e insumos
utilizados pela indlstria continuam a aumentar na contemporaneidade. Esse cenario
mundial apresenta-se como uma forte justificativa para que pesquisas nessa area sejam
realizadas e, at¢ mesmo, incentivadas. Nesse sentido, antes de se iniciar as discussoes
referentes a este estudo, o qual tem por objetivo verificar a influéncia da troca gasosa e
diferentes concentragdes de sacarose na fase de bulbificacao in vitro de das cultivares Ito
e Quitéria de Allium sativum L, para otimizar e adaptar o protocolo de cultivo em larga

escala de alho via micropropagacao, ¢ necessario a realizagao de uma revisao da literatura
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a fim de garantir um dos aspectos mais importantes das pesquisas cientificas: a
originalidade. Logo, nos proximos topicos, sera abordado o que a literatura ja apresenta
sobre a espécie Allium sativum L, meios de cultura, microambiente e a influéncia da

sacarose nesse tipo de cultura.

2.1 Allium sativum L

Nomeado pela botanica como Allium sativum L, o alho, conforme ¢ conhecido
popularmente, ¢ cultivado em todo o mundo com destaque para paises como a China,
Espanha e Argentina. Apesar de o Brasil possuir uma posi¢do de destaque no que tange a
produgdo dessa espécie, o alto consumo nacional faz com que a importagdo do produto
ocorra em grande escala. Segundo a ANAPA (Associa¢do Nacional dos Produtores de
Alho), “O Brasil consome cerca de 30 milhdes de caixas de alho (cx. 10 kg), ou 300.000
toneladas”, sendo que produz menos de 50% desse numero. Dentre a produgdo nacional,
os estados de Goias, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Santa Catarina lideram o ranking,
ao fornecerem aproximadamente, 90% do alho comercializado em territorio brasileiro.

Em 2018, segundo dados do IBGE (2020), (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica), esses estados produziram 118 mil toneladas, em 10,5 mil ha. A produtividade
média entre os maiores estados produtores ¢ muito variavel. Enquanto Goids e Minas
Gerais atingem entre 12 a 16 t./ha, nos estados da regido Sul o rendimento varia de 5,0 a
9,0 toneladas. Além de haver a urgéncia em incentivos fiscais e estimulos a pesquisas que
melhorem e aumentem a producdo nacional, o governo, na tentativa de conter a
importagdao do produto a um valor inferior do praticado internamente pelo pais, instituiu

aLein®9.019, de 30 de marco de 1995, que dispde sobre a aplicacao dos direitos previstos

no Acordo Antidumping.

As medidas antidumping tém por finalidade evitar que a importacao de produtos
ocorra de maneira que prejudique o pais receptor, dessa maneira, impede que a compra
de produtos no exterior cause danos a economia local, pois faz com que o valor seja
superior ao praticado no mercado nacional. Ainda assim, conforme ja mencionado, o
Brasil ainda ndo possui capacidade de manufatura compativel com o consumo atual. Um
dos fatores que impactam diretamente essa perspectiva € a baixa qualidade das sementes
produzidas, o que evidencia a preméncia na otimiza¢ao desses processos.

Vieira (2012) faz uma descri¢cdo macroscopica dessa espécie que ¢ propagada

vegetativamente. Para o autor, o 4. sativum L. ¢ uma espécie dipldide (2n = 16), da familia
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Alliaceae, ordem Asparagales (Brewster, 2008). A. sativum ¢ uma planta herbacea com
habito bulbosa, com haste esférica, podendo atingir de 0,40 - 0,80 m de altura (Menezes
Sobrinho, 1984; Biasi & Mueller, 1999). Na haste, carrega um grande nimero de folhas
com distintos arranjos de arquitetura. Possui folhas lanceoladas, com o limbo medindo de
0,20 a 0,50 m de comprimento. O pseudocaule ¢ formado pelas bainhas das folhas, as
quais se implantam em um caule pequeno e achatado, situado na base do bulbo,
denominado disco basal (Burba, 1983). Um bulbo de alho ¢ formado por bulbilhos
(dentes), normalmente em nimeros de 4 a 20, dependendo do tipo e cultivar, rodeado por
algumas tinicas (bainhas de folhas secas), que correspondem a parte basal da folhagem
da planta (VIEIRA, 2012, p. 37).

A quantidade de bubilhos tornou-se uma das caracteristicas mais importantes a
respeito do alho, visto que esse dado interfere até mesmo na classificagdo da cultivar. De
acordo com a revisdo de literatura de Vieira (2012, p. 39), predominam no Brasil,
“basicamente dois grupos de cultivares de alhos: “comuns”, formado por cultivares de
ciclo precoce (120 a 149 dias), e “nobres”, formado por cultivares de ciclo tardio (150 a
180 dias), do plantio a colheita dos bulbos, variando conforme a cultivar utilizada”. Outra
caracteristica que pode ser atribuida a esses dois grupo € o fato de o alho comum possuir
coloragdo predominante branca, enquanto que o alho nobre possui coloragcdo
predominante roxa, o que se mostra um atrativo aos olhos dos consumidores e faz com
que o alho nobre tenha maior valor de mercado.

Assim, nas ultimas décadas, a busca pelo melhoramento genético por parte dos
produtores de alho aumenta cada vez mais. Entretanto, algumas peculiaridades da espécie
dificultam esse processo, o que faz com que pesquisas que visem esse melhoramento
ainda sejam necessarias e urgentes. Um fator de impacto nesse processo seria o aspecto
reprodutivo da planta que limita a forma de melhoramento classica: o cruzamento para o
alcance de novas cultivares por meio de melhores variacdes genéticas (VIEIRA, 2012).
Esse autor ainda nos explica que “A propaga¢ao do alho tem sido feita assexuadamente
por meio de bulbilhos retirados da base da planta, ou por bulbilhos aéreos das

inflorescéncias”, entretanto algumas dificuldades foram mapeadas, como

a degeneracdo de Oorgaos florais por ndo conseguirem competir com o rapido
desenvolvimento de bulbilhos vegetativos aéreos; a degeneracao de microsporos antes da
mitose (Kenel et al., 2010); a existéncia de doengas degenerativas, como as causadas por

virus e micoplasmas, interferindo na reprodu¢do sexual (Jenderek & Hannan, 2004); as
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anomalias morfologicas encontradas nas flores de alho que ocorreram associadas a
esterilidade (Etoh & Ogura, 1977) e a produ¢ao de gametas balanceados que estaria sendo
reduzida significativamente devido ao aciimulo de aberra¢cdes cromossdmicas, como
aneuploidia, translocacdo e/ou inversdes, dado o fato da espécie ter sido propagada
assexuadamente por muitas geracoes (VIEIRA, 2012, p. 38).

Diversos sao os aspectos que dificultam o melhoramento genético, pois incidem
sobre a possibilidade de obter uma maior variabilidade genética. A esterilidade dos
hibridos aparece como um dos principais problemas a ser combatido até mesmo entre os
hibridos que apresentaram fertilidade, conforme estudos de Pooler e Simon (1993).
Tornou-se evidente, portanto, que o melhoramento genético somente se efetivaria caso os
pesquisadores tivessem acesso a uma ampla diversidade genética, porém, conforme ja
mencionado, aqui no Brasil, h4 apenas dois grupos em cultivo: 0 comum e o nobre, os
quais, apesar de pertencerem a grupos distintos, ainda sdo geneticamente semelhantes.

Além do aspecto reprodutivo, o clima ¢ uma circunstancia importante para o bom
crescimento ¢ producdo de uma semente de qualidade. Burba (1993) explica que a
capacidade de um bubilho se transformar em uma nova planta estd intimamente
relacionada ao clima. Em seus estudos, Burba (1983) afirma ainda que ““as areas frias das
latitudes austrais, em nosso hemisfério, se mostram as mais promissoras para se obter
alho de boa qualidade, e que estas mesmas caracteristicas fototermoperiodicas sao
vantajosas para a produ¢do de alho-semente. Isso significa que temperaturas amenas
beneficiam a emergéncia do bulbilho-semente, seu desenvolvimento inicial, e o estimulo
para bulbificacdo, ja a fase de desenvolvimento e maturagdao do bulbo, as temperaturas
mais elevadas satisfazem melhor a producao da planta (VIEIRA, 2012, p. 40).

Como citado por Zewdie et al. (2005) existe uma caréncia no mercado em novas
cultivares de alho disponiveis aos produtores, e isso se deve a grande escassez em
programas de melhoramento para a espécie Allium sativum, como principal fator, cita-se
a auséncia de recombinagdo genética pelo processo meidtico, em decorréncia de ser o
alho, botanicamente, de propagagdo assexuada. E por esse motivo a cultura é conhecida
pela dificuldade de manutencdo de qualidade fitossanitaria, no decorrer das geracdes em
quem sdo cultivadas.

Uma vez que, depois dos fungos, os agentes virais sdo os principais problemas
fotossanitarios da cultura do alho, em razao dos eficientes mecanismos de disseminagao,
via bulbilhos-semente e/ou por dcaros e insetos, principalmente afideos, e sendo uma

espécie propagada vegetativamente, favorece o acumulo de virus. Como efeito da
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infeccdo, a planta de alho geralmente sofre degenerescéncia e apresenta menor
desenvolvimento, caracteristica do baixo vigor vegetativo com a redu¢ao no tamanho da
planta, menor peso dos bulbos e bulbilhos produzidos, reduzindo a longevidade dos
bulbos armazenados (Resende et al., 1995). Dentre o complexo viral presente na cultura
do alho, existe um destaque para trés géneros especificos, que sao: Potyvirus, Carlavirus
e Allexivirus (Dovas et al., 2001; Fajardo et al., 2001; Shiboleth et al., 2001; Conci et al.,
2002; Koo et al., 2002; Takaki et al., 2005; Melo Filho et al., 2006). Com a dificuldade
de para se estabelecer programas de melhoramento e com essa degenerescéncia do
material propagado, uma alternativa viavel para limpeza viral e recuperagao do vigor e
produtividade do material, ¢ a cultura de meristemas, via microprapagacao de cultura de
tecidos desses apices caulinares.

Entretanto ¢ importante ressaltar que, para cultura de tecidos ¢ de extrema
importancia o controle das condigdes ambientais, tanto in vitro, quanto ex vitro. Portanto,
no proximo topico, antes de adentrar a discussdo acerca da cultura de tecido, s¢ importante
se atentar aos aspectos sanitarios que se apresentam como um dos principais obstaculos

nas técnicas de melhoramento dessa cultivar.

2.2 Cultura de tecidos

O fato de a maioria dos complexos virais ndo ocasionarem a morte do Allium
sativum L fez com que, por muito tempo, esse fosse um problema inexplorado. Contudo,
nas Ultimas décadas, os aspectos fitossanitdrios da cultura do alho vem sendo
investigados, pois uma das conclusdes a que chegaram os pesquisadores, ¢ que a grande
quantidade de virus encontrada nas plantas sdo passadas por distintos ciclos de cultivo.
Resende et al. (1999, p.119) complementam que

A propagacao exclusivamente assexuada € outro sério entrave
dessa cultura, pois permitiu que patdogenos e pragas se
disseminassem com facilidade através das geragdes de cultivo,
causando a degenerescéncia generalizada dos clones comerciais.
Entre os patogenos, destacam-se os virus, em fun¢do do seu
potencial de reproducdo, facilidade de transmissao, perpetuacao

na cultura e principalmente pela grande dificuldade de controle.

16



Devido a isso, a cultura de tecido por meio in vitro aparece como umas das
maneiras mais eficazes de clonagem genética com baixo indice de contaminagao viral. A
cultura de tecidos pode ser conceituada como “um conjunto de técnicas nas quais um
explante (célula, tecido ou 6rgao) ¢ isolado sob condig¢des assépticas, em meio nutritivo
artificial” (PASQUAL et al., 2008, p.45). Esse tipo de pratica somente € possibilitada por
meio do principio do totipotencialidade das células, em que toda célula vegetal carrega
todas as informagdes genéticas capazes de reproduzir a totalidade da planta.

De acordo com a EMBRAPA (2008), ha trés fatores cruciais que determinardo a
qualidade de regeneragdo da planta, os quais sdo: o genotipo, a fonte de explante ¢ a
condicdo da cultura. A escolha do gen6tipo mostra-se crucial ainda que as caracteristicas
genéticas do Allium sativum L sejam semelhantes, entretanto essa escolha deve estar
alinhada com os objetivos do pesquisador ao manipular as células deste genotipo. Da
mesma forma, a fonte de explante, ou seja, qual serd a parte da planta utilizada para a
regeneragdo impacta diretamente sobre a qualidade do processo. Em pesquisas que visam
o melhoramento do alho, Vieira (2012, p. 57) determina que “a constitui¢ao genética da
planta depende da familia, e esta, principalmente, determina o tipo de explante que ¢ mais
comumente usado”.

Por fim, o terceiro aspecto apresentado pela EMBRAPA (2008) sdo as condigdes
de cultura, especificamente, o meio de cultura. Podemos conceituar o meio de cultura
como sendo constituido por “sais minerais (micro e macronutrientes), nitrogénio
reduzido, uma fonte de carbono, vitaminas e reguladores de crescimento, necessarios para
manter a divisdo celular e a proliferacao dos explantes” (EMBRAPA, 2008, p. 11). Além
desses, ha outras particularidades das condi¢des que devem ser avaliadas, como a luz,
temperatura e o vasilhame.

A cultura de tecidos pode ocorrer por diferentes técnicas, mas, geralmente para a
cultura do alho especificamente, possuem como objetivo a limpeza viral para se livrar das
viroses e possibilitar um melhoramento genético do alho-semente. Sabe-se que quando
atingidas por algum tipo de virus, em sua maioria, a planta estd infectada com mais de
um tipo e apresenta sintomas como os citados por Resende (1999, p. 119), “Nanismo,
amarelecimento em forma de mosaico e redu¢do acumulativa do vigor e da producdo sdo
sintomas caracteristicos de infecc¢ao viral em plantas”.

Deste modo, o uso da micropropagagdo tornou-se comum com o objetivo de
conservar o germoplasma, transformacao genética, dentre outros (VIEIRA, 2012, p. 56).

No entanto, a pratica que se mostrou mais efetiva foi a técnica de cultura de tecidos

17



denominada limpeza clonal, sobretudo, por utilizar a cultura de meristema como fonte de
explante. Contudo, a técnica esbarra em um fator limitante que € a obten¢ao de meristema
sem que haja dano ou a dificuldade de regeneracdo da planta. Assim, coloca-se como
restri¢ao a obtengao de ‘“meristemas apicais reduzidos, sendo recomendados tamanhos
entre 0,1 a 0,3 mm” (VIEIRA, 2012, p. 56). Logo, percebe-se que a cultura de tecido
vegetal ainda necessita de pesquisas que consigam perscrutar alguns processos para que
a realidade “planta livre de virus” seja uma realidade no Brasil.

Para o estabelecimento da cultura de meristemas como rotina no laboratério ¢
necessario aprimorar os protocolos ja existentes para pleno desenvolvimento das plantas
completas até a bulbificagdo in vitro, evitando perdas durante a aclimatacdo das
plantas (KIM et al., 2003). Entretanto esses protocolos devem ser ajustado levando em
consideragdao as especificidades de cada cultivar com que se esta trabalhando, ¢ a
concentracdo de sacarose no meio de cultivo na etapa de bulbificagao das diferentes

cultivares, vem sendo um objeto de estudo em muitos trabalhos.

2.3 Sacarose na inducdo de bulbificacdo in vitro

A composi¢do genética da planta, bem como os reagente utilizados na
suplementagao do meio de cultivo, juntamente com as condigdes ambientais, sdo os
principais fatores que exercem influéncia direta na indugdo e crescimento de orgdos de
reserva in vitro. (Ascough et al., de 2008).

No que tange a constituicdo do meio de cultura, deve-se atentar tanto no tipo,
quanto concentracdo das formulacdes salina, reguladores de crescimento vegetal,
carboidratos fornecidos, o agente gelificante, bem como adi¢do de outros novos agentes,
uma vez que todos esses componentes podem ser ajustados para a indugdo de 6rgdos de
armazenamento em uma determinada espécie vegetal (Medina et al., 2009).

A sacarose ¢ considerada a melhor fonte de carbono para cultura de tecidos de
plantas in vitro (George & Sherrington, 1984). Geralmente, a sacarose ¢ hidrolisada,
parcial ou totalmente no meio de cultura para os monossacarideos glicose e frutose, que
sdo absorvidos pelos tecidos da planta. Contudo, poucos trabalhos tém sido dedicados aos
efeitos destes monossacarideos sobre o crescimento de espécies bulbosas. Em plantas de
alho regeneradas in vitro, a sacarose ¢ um fator importante na inducao de bulbos, segundo
varios pesquisadores (Nagakubo et al., 1993; Ravnikar et al., 1993; Mohamed-Y ansseen

etal., 1994).
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Zel et al. (1997) relataram uma dependéncia da sacarose para formacao de bulbos
na base de plantas micropropagadas in vitro, ao observarem que a sacarose poderia
induzir a formagao de bulbos a partir de fragmentos do disco basal de bulbilhos de alho e
demonstraram que a adi¢do de AJ no meio de cultura com 8% de sacarose foi superior na
formacao de bulbo.

Nessa mesma linha de estudo, Ravnikar et al. (1993) relataram um efeito sinérgico
entre AJ e sacarose, apenas em relagdo ao numero de bulbos formados, ndo afetando o
seu didmetro, porém, maior concentracao de sacarose (8%), por si s6, aumentou em 20%
o diametro do bulbo em meio sem a presenca de AJ.

Apds o desenvolvimento inicial de plantulas de alho em meio contendo 2iP,
Torres et al. (2000) obtiveram bulbilhos com diametro entre 5 a 8 mm em meio MS
suplementado com 6% de sacarose. O efeito estimulante da alta concentragdo de sacarose
na formacao de bulbo também foi observado para A. cepa (Keller, 1993).

Bach et al. (1992), testaram os efeitos de diferentes fontes de carboidratos sobre a
formagao de bulbos de H. orientalis usando folhas como explantes e constataram que
meios com 30g L-1 de frutose produziram mais bulbilhos. O uso de concentragdes
crescentes dos monossacarideos frutose e glicose, isoladamente, ou em mistura equimolar
estimularam maior produgdo e acumulo de massa seca de bulbos de Narcissus spp
(Staikidou et al., 2005).

Vieira (2012) relatou que as varidveis numero de bulbos por planta, porcentagem
de bulbificagdo e didmetro e massa fresca de bulbo responderam positivamente ao
aumento da concentracao de sacarose e de frutose no meio de cultura até o nivel de 9%,
exceto o nimero de bulbos por planta que teve o valor méximo de 1,6 bulbos, alcancado
com 3% de sacarose.

Kim et al. (2003) obtiveram sucesso na inducdo da bulbificagdo in vitro, utilizando
como estresse hidrico o aumento do potencial osmotico do meio de cultura adicionando
concentracdes de sacarose (50 a 110 g L' ). No trabalho realizado por Longo et al (2012)
a micropropagacio e bulbificagdo in vitro utilizando a concentragdo de 50 g. L' de
sacarose, apresentou a melhor resposta para razdo bulbar e massa fresca de bulbos.

Dentre as condi¢des controladas no cultivo in vitro, ¢ de extrema importancia o
controle do micromabiente, tanto para evitar contaminagdes, quanto para evitar
problemas como hiperhidricidade, o aumento no aporte de carbono para um aumento na

taxa de fotossinte liquida dessas plantas cultivadas in vitro.
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2.4 Efeito da troca gasosa no microambiente

O microambiente dentro dos frascos de cultura parece ser um ambiente homogéneo,
eno entanto ele ¢ o responsavel por uma grande variabilidade no comportamento das
culturas, uma vez que os fatores determinantes para a qualidade do microambiente sao os
tipos de frasco. Uma maneira de se alterar o microambiente dentro do frasco ¢ a ultizagdo
de fracos com que permitem a troca gasosa, ou empregando-se tampas com a presenca de
membranas, dado que o tipo de vedagao utilizado interfere diretamente nas trocas gasosas
entre o microambiente in vitro com o ambiente ex vitro, acarretando assim no aumento
das concentracdes de dioxido de carbono ¢ etileno no interior dos frascos se for utilizada
(FILHO, 2002).

Um dos principais problemas que se tem na cultura de tecidos, ¢ na fase de
aclimatacdo, onde sdo perdidas grande parte das plantas por elas ndo terem sistema
radicular efetivo, aparato fotossintetico eficaz e pouca pilosidade e cerosidade nas folhas,
fazendo que percam agua com facilidade para o meio externo, resultando na morte por
desidratacda. Quando uma planta ¢ bem formada in vitro a mesma apresenta melhores
condigdes de superar as adversidades que ird encontrar durante o processo de
aclimatizacao (BANDINELLI et al., 2013).

A regulacdo hidrica, na transi¢do do metabolismo condicionada nas condigdes in
vitro para as condi¢des ex vitro ¢ fundamental na etapa de aclimatiza¢do. Quando se trata
da tividade fotossintética das plantas in vifro a mesma ¢ limitada principalmente devido
a baixa intensidade luminosa a qual a planta e exposta, bem como a reduzida concentracao
de CO2 no interior do recipiente de cultiv, além da presenca de sacarose no meio de
cultura que de maneira geral acaba sendo a unica ou principal fonte de carbono para o
crescimento e desenvolvimento dessas plantas in vitro (DECCETTI et al., 2008).

Deste modo, a transferéncia do ambiente in vifro para o ambiente ex vitro requer
alteragdes nas plantas micropropagadas, a fim de reduzir o estresse causado pelas
diferencgas entre as condi¢des ambientais (SILVEIRA et al., 2013). Portanto sao induzidas
rustificagdes nessas plantas, processo que consiste basicamente na exposi¢do gradual das
plantas as condigdes externas ao ambiente de cultivo, e pode ocorrer in vitro e/ou durante
o periodo de aclimatizacdo (BRITO-LIMA et al., 2016). Entre os procedimentos que
induzem tais alteragOes in vitro, destacam-se o aumento na intensidade luminosa, a
redugdo ou eliminacao da sacarose do meio de cultura e aeracao das culturas através de

tampas com filtros.

20



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia - UFU, campus Umuarama, localizado no municipio
de Uberlandia — MG. Foram realizados dois ensaios, utilizando-se duas cultivares nobres
de Allium sativum L: Quitéria e Ito, vernalizados 4 4°C+1. A metodologia base que foi
utilizada ¢ descrita por TORRES e colaboradores (2000).

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizados meristemas com até dois
primordios foliares os quais foram excisados de bulbilhos, previamente desinfestados
com solucdo de hipoclorito de so6dio 1,5% (20 minutos), seguido de triplice lavagem em
agua destilada esterilizada. Os meristemas foram extraidos e submetidos a duas fases de
cultivo in vitro, a primeira para introdugdo do meristema em meio de cultura para o
desenvolvimento inicial da planta (Fase de inicia¢do), e na segunda fase para o
crescimento da planta, enraizamento e indugdo de bulbos (Fase de bulbificacio).

Fase de iniciagdo - Para o crescimento inicial, os meristemas foram introduzidos
em tubos de ensaio (15 mm x 100 mm) com 3 ml de meio MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado de vitaminas (Tiamina, Piridoxina, Glicina e Acido Nicotinico),
Mio-Inositol (100 mg L-1), sacarose (3%), e geleificado com agar (0,6%). O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5.8, antes da autoclavagem a 1,5 atm por 15 minutos. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 23 £ 2 °C, e
fotoperiodo de 16h/luz e intensidade luminosa ajustada para 60 pmol de fotons m?2s™! de
lampadas LED brancas frias.

Fase de bulbificacdo — As plantas, em fase inicial de desenvolvimento foram
transferidas individualmente para tubos de ensaio (20mm x 150mm) contendo 8§ ml de
meio MS, suplementado de vitaminas, Mio Inositol (100 mg L-1), sacarose (6%), e dcido
naftalenoacético (0,2 mg L-1), e geleificado com agar (0,6%). O pH dos meios de cultura
foi ajustado para 5,8. As culturas foram mantidas em sala de crescimento, nas mesmas
condi¢des de temperatura e fotoperiodo estabelecidas para a fase de regeneragdo, durante

180 dias.

Foram realizados dois experimentos na fase de Bulbificacdo, no experimento 1:
utilizou-se modificacdes nas tampas, para avaliar a interferéncia do microambiente,

quando se tem troca gasosa durante o desenvolvimento in vitro e no experimento 2: foram
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utilizadas diferentes concentracdes de sacarose no meio de cultivo para analisar o

desempenho na fase de bulbificacdo das cultivares Ito e Quitéria.

Experimento 1: Diferentes microambientes

Foram combinadas trés tipos de tampas: sem furo, 1 furo e 2 furos, com as
cultivares Ito e Quitéria, adotando-se delineamento experimental em blocos casualizados
com esquema fatorial 2x3 com 6 tratamentos com 15 repeti¢des

Tabela 1: Esquema experimental tipo de tampa X cultivar

Experimento
TIPO DE TAMPA
Cultivares Sem furo 1 furo 2 furos
Ito CiT,y CiT, CiT;
Quitéria C,T, C, T, C,Ts

Experimento 2: Concetracoes de sacarose
Foram combinadas 6 concentragdes de sacarose (0, 2, 4, 6, 8 ¢ 10%) com as
cultivares Ito e Quitériaadotando-se delineamento experimental em blocos casualizados

com esquema fatorial 2x6 com 12 tratamentos com 5 repeticdes.

Tabela 2: Diferentes contragdes de sacarose X cultivar

Experimento
[sacarose]
Cultivares  [0%] [2%] [4%] [6%] [8%] [10%)]
Ito CTi CT, CTs CTs CTs CiTs

Quitéria CT: GCT, GCT; GCTs GCTs CiTs

Cada parcela experimental foi composta por um pote plastico contendo 6
explantes. As caracteristicas analisadas foram: Massa fresca de parte aérea (MFPA),
Massa fresca de Raiz (MFR), Massa fresca de Bulbo (MFB), Numero de bulbos por planta
(NBP) e Diametro de bulbo (DB).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de F a 5% de significancia, apos o
atendimento das pressuposi¢oes de homogeneidade de variancias (Levene), normalidade
dos residuos (Shapiro Wilk), e aditividade de blocos (F- Tukey). Se significativo, as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey, Além disso, foi realizado o teste de
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correlagdo de Pearson para as variaveis. Para o tratamento dos dados foi utilizado o
programa estatistico R.

Para os tratamentos que mesmo apoOs a transformagdo ndo atenderam as
pressuposicoes, realizou-se o ranqueamento do mesmo e em seguida a analise nao

paramétrica com teste de média de Friedman. (R Core Team, 2021)

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1: Microambiente

A partir do resumo da analise de variancia disposta na tabela 3, observa-se que
houve interagdo significativa entre os fatores tipos de tampas e cultivares somente
para a variavel didmetro de bulbos (DB), em contra partida, para as demais varaveis
analisadas nota-se que a interacdo ndo foi significativa, o que caracteriza

independéncia dos fatores estudados.

TABELA 3: Resumo da andlise de varidncia avaliando das caracteristicas: Massa
fresca de parte aérea (MFPA), Massa fresca de raiz (MFR), Massa fresca de Bulbo
(MFB), Numero de bulbos por planta (NBP) e Diametro de bulbo (DB) das plantulas
in vitro de alho (Allium sativum) em microambiente com um, dois e sem furos na
tampado frasco. Uberlandia-M@G, 2020.

p-valor
Fonte de N de Didmetro
Variacgao bulbos por Bulbos MFR  MFPA MF
planta Bulbilho
Bloco 0.51952  0.29185 0.6894 0.4981  0.3269
Tipo de tampa  0.28823 0.0067  0.0156* 0.1322  0.1104
Cultivar <0,001*  0.253088 <0,001* <0,001* 0.0017*
. Tipo de. 0.05998  0.02675* 0.1195 0235  0.0819
ampa*Cultivar
CV (%) 16.7 5.57 14.39 12.62 13.39

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

TABELA 4: Teste de Média para as varidveis Numero de Bulbo por Planta (NBP), Massa
Fresca de Raiz (MFR), Massa Fresca de Parte Aérea (MFPA), Massa Fresca de Bulbo
(MFB) em fungao das cultivares Ito e Quitéria, Uberlandia -MG 2020.

Cultivar NBP MEFR (g) MFPA (g) MFB(g)
Ito 2,005 a 0,8694 b 0,5588b  0,5961 a
Quitéria 1,130556 b 1,3305a 0,7005a  0,5094 b

Meédias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo se diferem estatisticamente pelo teste
Tukey a 5 % de probabilidade.
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Ao analisar a tabela 4, ¢ perceptivel que a cultivar Ito apresenta maiores valores
médios para as caracteristicas NBP (2,005) e MFB (0,5961) que sdo caracteristicas
produtivas desejaveis, e a cultivar Quitéria expressou maiores valores médios para as
demais varidveis analisadas MFR (1,3305), MFPA (0,7005), que sdo caracteristicas
vegetativas.

O teste de média do efeito isolado do tipo de microambiente, para as caracteristicas
analisadas, podem ser analisados na tabela 5.

TABELA 5: Teste de Média para as variaveis Numero de Bulbo por Planta (NBP),
Massa Fresca de Raiz (MFR), Massa Fresca de Parte Aérea (MFPA), Massa Fresca de
Bulbo (MFB) e Massa Fresca Total (MFT) em fun¢do do microambiente com um, dois
e sem furos na tampa do frasco

Tipo de tampa NBP MEFR (g) MFPA (g) MFB (g)
1 furo 1,4900 a 1,18 a 0,6591 a 0,53 a

Sem furo 1,5525a 1,1341 ab 0,6375 a 0,5375 a

2 furos 1,6608 a 0,9858 b 0,5925 a 0,5908 a

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna nio se diferem estatisticamente pelo teste
Tukey a 5 % de probabilidade.

Esse efeito isolado apresentou diferenca significativa para a varavel MFR, uma vez
que a mesma se diferiu estatisticamente apresentando maiores valores médios quando as
plantulas de 4. Sativum foram cultivadas em microambiente com tampas contendo um
furo (1,18), e menores valores médios em microambiente com tampas contendo dois furos
(0,9858) e as tampas sem furo apresentou um comportamento intermediario (1,1341). As
demais varidveis analisadas apresentaram valores médios estatisticamente iguais,

independente do tratamento utilizado.

TABELA 6: Teste de Média para a variavel Didmetro de Bulbos (DB) em funcdo do
microambiente com um, dois ¢ sem furos na tampa do frasco e cultivares Ito e Quitéria.
Uberlandia-MG, 2020

Cultivar
Tipo de tampa
Ito Quitéria
Sem furo 2,1416 Aa 2,1883 Ba
1 furo 2,2966 Aa 2,1983 Ba
2 furos 2,2450 Ab 2,4433 Aa

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e mintscula na linha ndo se diferem
estatisticamente pelo teste Tukey a 5 % de significancia.
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Nota-se que somente a cultivar Quitéria sofreu com o efeito do ambiente para a
caracteristica DB, em que exibiu maiores valores médios quando cultivada em
ambientes com tampas contendo dois furos (2,4433). Ao observar a tabela também ¢
possivel inferir que a cultivar Ito quando cultivada em microambiente com tampas
contendo dois furos apresentou valores médios de DB (2,2450), estatisticamente
menores que a cultivar Quitéria (2,4433) para o mesmo tratamento.

A baixa concentragao de CO> no interior dos recipientes de cultivo in vitro ¢ a
principal causa da oscilacdo da fotossintese liquida de plantas cultivadas in vitro
(Kozai, 1991). Uma forma para fornecer a entrada de CO; no interior dos frascos de
cultivo ¢ a aplicag@o de tampas e, ou frascos que possam permitir trocas gasosas (Erig
e Schuch, 2005).

O emprego de membranas permeaveis a gases se mostrou até o presente momento
uma alternativa que pode melhorar as condi¢des ambientais in vitro, proporcionando
aumento nas trocas gasosas do ambiente com o interior dos frascos, além disso espera-
se que essa alternativa minimize estresses durante o processo da transferéncia das
condigdes in vitro para a ex vitro, possibilitando assim maior sobrevivéncia na etapa
de aclimatizagdo. Uma vez que o estresse hidrico, causado pela saida da planta da
condig¢do in vitro para ex vitro, pode resultar em desequilibrio, reduzindo o potencial
hidrico (Yw) e o potencial de pressao (‘p) levando a perda da turgescéncia das células
(Taiz e Zeiger, 2013).

Permitindo as trocas gasosas, o CO; entra frequentemente no frasco, ocasionando
uma reducdo significativa nas concentragdes de etileno e da umidade relativa no
interior dos frascos de cultivo (Kozai e Nguyen, 2003). Fato que explicaria o motivo
das plantulas cultivadas durante o presente estudo em microambiente com tampas
contendo dois furos atingirem maturagdo em média aos 90 dias, e com tampas de um

furo em média 110 dias, e as cultivadas sem troca gasosa acima de 140 dias.

Experimento 2: Concentracoes de sacarose

Observou-se na Tabela 7 que as varidveis nimero de bulbos por planta, massa fresca
de raiz e massa fresca da parte aérea apresentaram interacdo entre os fatores. Ja a

variavel diametro de bulbilhos teve o fator isolado sacarose e isolado cultivar
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significativos, enquanto que para a variavel massa fresca de bulbilho somente o fator

sacarose foi significativo.

Tabela 7. Resumo da andlise de variancia e ndo paramétrica (rank) avaliando das
caracteristicas das plantulas in vitro de alho (4llium sativum) em funcao e diferentes
concentragdes de sacarose para as cultivares Ito e Quitéria. Uberlandia-MG, 2020.
Massa fresca de parte aérea (MFPA), Massa fresca de raiz (MFR), Massa fresca de
Bulbo (MFB), Numero de bulbos por planta (NBP) e Diametro de bulbo (DB).

I p-valor
Fonte de Variagio ——gpp DB Rank (MFR)  MFPA Rank (MFB)
Bloco 0,6204 0,4309 0,7724 0,2616 0,6521
Sacarose <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Cultivar <0,001 0,0483 <0,001 <0,001 0,9582
Sacarose*Cultivar <0,001 0,5642 <0,001 <0,001 0,1041
CV (%) 3527 16,75 30,2 25.75 32.14

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

Na Tabela 8 ¢é possivel verificar que a cultivar Quitéria tem maiores valores médio
de didmetro de bulbos (4,5363) comparado com a cultivar Ito (4,1546). Esse resultado
provavelmente se deve ao fato de que a cultivar Quitéria sempre chega ao fim de seu ciclo
com algumas folhas ainda verdes, enquanto que a cultivar Ito aos 150 dias praticamente
todas suas folhas ja senesceram. Esta situacdo apresenta-se como um indicativo de que a
planta encontra-se na fase final do crescimento vegetativo, sendo acompanhada, além da
gradual senescéncia foliar, pela paralisagdo do crescimento da planta em altura e
intensificagcdo do crescimento dos bulbos (Mann, 1952). Deste modo esse maior diametro
de bulbo pode ser atribuido a esse maior ciclo da cultivar Quitéria quando cultivada in

vitro por volta de até 30 dias a mais que Ito.

Tabela 8. Teste de média para a varidvel Didmetro de Bulbos (DB) em funcdo das

cultivares Ito e Quitéria. Uberlandia-MG, 2020.

Variaveis
Culti
ultivar DB
Ito 4,1546 b
Quitéria 4,5363 a

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna ndo se diferem estatisticamente pelo teste Tukey a
5% de significancia.
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Tabela 9. Teste de média para as varidveis DB ¢ MFB em funcdo de diferentes

concentragdes de sacarose. Uberlandia- MG, 2020.

Variaveis
Sacarose DB (mm) MFB(g)
0% Oc 5,591(0,00) ¢
2% 4381b 18,382 (0,1062) ¢
4% 5,125b 36,980 (0,3312) ab
6% 5,221 ab 32,452 (0,2336) b
8% 5,566 a 45,803 (0,4836) a
10% 5,471 a 44,957 (0,3295) ab

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo se diferem estatisticamente pelo teste Tukey a
5 % de significancia.

E perceptivel nos dados expostos na tabela 9, que para concentragdes de sacarose
acima de 6% independente da cultivar, os bulbos aumentaram significativamente de
tamanho, a concentragao 8% (5,566), no entanto o mesmo nao se diferiu estatisticamente
do tratamento onde se utilizou a concentragdo 10% (5,47). A massa fresca dos bulbos
apresentou um comportamento semelhante no entanto a concentracao 8% ( 0,4836), se
mostrou estatisticamente igual aos tratamentos 4%(0,3312) e 10 %( 0,3295). O aumento
adicional no tamanho e peso do bulbo ¢ desejavel do ponto de vista pratico na
micropropagacao, pois a producdo de bulbos maiores evita perdas, muito comuns durante

a aclimatizagdo de plantas.

Na tabela 10, a interacdo nimero de bulbos por planta, tanto pra a cultivar Ito,
quanto Quitéria, os maiores valores médios foram obtidos nos tratamentos de 8% (3,526);
(1,76) e 10% (3,412); (2,148). Ainda fica evidente também a superioridade da cultivar Ito

em relacdo a cultivar Quitéria, para essa caracteristica.
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Tabela 10. Teste de média da interagao dos fatores diferentes concentra¢des de sacarose

e cultivar. Uberlandia- MG, 2020.

e Cultivar
Variaveis Sacarose N
Ito Quit
0% OcA 0bA
2% 0,3581cA 0,1764bA
N° de Bulbos 4% 2,4120bA 0,4751bB
planta 6% 3,0689abA 0,6780bB
8% 3,5260aA 1,7640aB
10% 3,4122aA 2,1481aB
0% 4,4 (0,0978) bA 9,4 (0,1404) dA
2% 31,8 (0,7069) aA 30,4 (0,6712) cA
Rank (MFR) 4% 29,5 (0,6744) aB 52,8 (1,3704) abA
(2 6% 27,4 (0,6077) aB 55,4 (1,5413) aA
8% 21,8 (0,4340) aB 37,9 (0,8227) beA
10% 18 (0,0978) abB 47,2 (1,1248) abcA
0% 0,1315cA 0,1448bA
2% 0,6738aA 0,6817aA
MFPA 4% 0,3631bB 0,6623aA
(2 6% 0,2886bcB 0,5811aA
8% 0,1358¢cB 0,5195aA
10% 0,1466cB 0,6108aA
0% 0 0
Taxa de 2% 40 22
bulbl(f)ica(;ao 4% 98 40
(%) 6% 98 79
8% 100 85
10% 100 80

Médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maiuscula na linha néo se diferem pelo
teste Tukey a 5% de significancia.

Ainda analisanto a tabela, nota-se que a variavel massa fresca de raiz, para cultivar
Ito atingiu valores méaximos a partir de 2%, ndo se diferindo estatisticamente das demais
concentragdes acima de sacarose, até o limite de 10 %. A cultivar Quitéria apresentou
comportamento semelhante, mas o que chama a aten¢ao ¢ o fato que a cultivar Ito mostrou
valores inferiores de massa fresca de raiz em praticamente todos os tratamentos. A
varidvel massa fresca de parte aérea também exibiu padrdo de resultados semelhantes ao
de massa fresca de raiz.

Esses resultados estdo em conformidade com os descritos por Vieira (2012), onde
as variaveis numero de bulbos por planta, porcentagem de bulbificacdo e diametro e

massa fresca de bulbo responderam positivamente ao aumento da concentracdo de
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sacarose no meio de cultura até o nivel de 9%. Kim et al. (2003) obtiveram sucesso na
inducao da bulbificacdo in vitro, utilizando como estresse hidrico o aumento do potencial
osmoético do meio de cultura adicionando concentracdes de sacarose (50a 110 gL™!). No
trabalho realizado por Longo et al (2012) a micropropagacao e bulbificacdo in vitro
utilizando a concentragiio de 50 g. L™ de sacarose, apresentou a melhor resposta para
razao bulbar e massa fresca de bulbos.

Vieira (2012) notou que em concentragdes de carboidratos de 12% ocorre uma
diminui¢do significativamente o tamanho e peso de bulbos. Isso pode ser explicado pelo
fato de que a alta concentra¢ao de sacarose pode reduzir o potencial osmotico (¥'s) do
meio de cultura, fazendo com que o potencial hidrico (Yw) da planta reduza
drasticamente, podendo chegar ao ponto de impedir o sucesso da transferéncia do
ambiente in vitro para o ex vitro (Kozai et al., 2005; Park et al., 2011; Taiz e Zeiger,
2013).

O excesso de sacarose adicioinado ao meio de cultura, ainda pode trazer aumento
no custo de producdo do cultivo in vitro, ndo pelo preco de mercado, uma vez que sua
aquisi¢do necessita de um custo relativamente baixo, mas sim pela probabilidade do risco
de contaminagdo in vitro. Dado que a sacarose no meio de cultura pode favorecer o
crescimento de patdogenos como fungos e bactérias, causando competicdo com a planta
pelo meio de cultura, ocasionando a morte dos vegetais (Prakash et al., 2004).

Ainda de acordo com Vieira (2012), a elevagdo de niveis de carboidratos
impactam na formagdo e no crescimento de orgdos de armazenamento. Ele traz as
seguintes hipoteses correntes para tal fato, que sdo: (1) O aumento dos niveis de
carboidratos proporcionalemte resultam no aumento e melhora de fornecimento de
energia, a qual pode ser usada diretamente para a indugdo e crescimento, e (2) aumentar
os niveis de carboidratos, consequentemente acarretara na elevagdo da osmolaridade do
meio, resultando em um tipo de “stress” no ambiente, gerando como resposta, a inducao
desses 6rgaos de armazenamento. Staikidou et al. (2005) sugerem que o fornecimento de

carboidratos pode ser mais importante do que a osmolaridade para a inducdo de bulbos.

Com relagdo a porcentagem de bulbificacdo, a cultivar Ito se mostrou mais
responsiva mesmo em menores concentragdes de sacarose, que a cultivar Quitéria, essa
resposta possivelmente esta relacionada a outros fatores ligado ao meio de cultivo, dado
que um comportamento semelhante foi observado no experimento de troca gasosa.

Neste trabalho a cultivar Quitéria sempre apresentou menores taxas de
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bulbificagdo, o que indica a necessidade de alteragao de outros fatores, os quais nao foram
estudados durante a realizagdo deste trabalho, para que essa cultivar passe a apresentar
maior taxa de bulbificagdo in vitro. A baixa taixa de bulbificacdo da cultivar Quitéria,
possivelmente pode estar relacionada com o fornecimento de nitrogénio (N) na etapa de
bulbificag¢ao, uma vez que, Sob condi¢des de cultivo a campo, o pseudoperfilhamento ou
superbrotamento, que ¢ muito comum em alho da classe nobre, comumente esta
relacionado ao fornecimento de altas doses de N (MELO; OLIVEIRA, 1999; RESENDE;
SOUZA, 2000; MAROUELLI et al., 200). Deste modo ¢ indicado que mais estudos sejam
realizados com a cultivar Quitéria e seu meio de cultivo

Durante a realizagdo das avaliacdes dos experimentos, algo que chamou a atengao
foi o fato de que sempre que variaveis vegetativas apresentavam valores elevados como
massa fresca de parte aérea e¢ massa fresca de raiz, as caracteristicas de interesse
agrondmico como nimero de bulbo por planta, didametro de bulbo e massa fresca de bulbo
em contra partida apresentavam valores inversamente menores. Com o intuito de
averiguar se essa relacdo inversamente proporcional era veridica, os dados foram
submetidos a uma analise de correlacao de Pearson, e o resultado esta discriminado na

figura 1.
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Figura 1: Correlagdo de Pearson para Massa fresca de parte aérea (MFPA), Massa fresca
de Raiz (MFR), Massa fresca de Bulbo (MFB), Numero de bulbos por planta (NBP) e

Diametro de bulbo (DB), para plantulas cultivadas in vitro de alho.

&KX

MFPA

MFR
DB -0.14r -0.11
2>
N
-1 08 06 04 02 0 0.2 04 06 0.8 1

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t, ™ Nao significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.

A classificacdo de intensidade da correlagdo € considerada fraca quando os valores
der se encontram entre 0,20 e 0,50, forte entre os valores de 0,50 e 0,70 € muito forte
entre 0,70 e1,0. Indicando que quanto mais préoximo de 1 (independente do sinal) maior
¢ o grau de dependéncia estatistica linear entre as varidveis e quanto mais proximo
de zero, menor ¢ a forga dessa relagao.

Ao analisar a correlacdo de Pearson, observa-se que de fato existe correlagiao
negativa forte entre plantas de alho para as caracteristicas MFR e MFPA com NBP e
MFB, e com base nas caracteristicas analisadas infere-se que a cultivar Ito se mostrou
superior para o cultivo in vitro em larga escala por reunir mais caracteres desejaveis do

ponto de vista agrondémico. De modo que para pesquisas futuras sugere-se que sejam
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realizados experimentos que busquem reduzir a propor¢ao de matéria vegetativa de parte
aérea e radicular e aumentem as caracteristicas de interesse que estdo direcionadas ao
bulbo e para isso sugere-se um estudo de balanco hormonal, ou diferentes agentes

osmoticos adicionados ao meio de cultivo por exemplo.

5. CONCLUSAO

1) Existe correlacdo negativa forte entre plantas de alho para as caracteristicas MFR e
MFPA com NBP ¢ MFB.

2) Com relagao ao experiemento de diferentes microambiente, o tratamento sem furo na
tampa, nao se diferiu estatisticamente para as caracteristicas NBP ¢ MFB dos demais
tratamentos e ainda se mostrou o tratamento menos oneroso por nao necessitar da
realizacdo de furos nas tampas, além de diminuir o risco de contaminagao, o que ¢ algo
desejavel para producao em larga escala.

3) Para o experimento de concentragdes de sacarose, a concentragdo de 8% reuniu

maiores rendimentos das caracteristicas de interesse DB, NBP ¢ MFB.
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