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ABREVIAGOES

A caracterizagao do meio de cultura e as diversas substancias
gue compoem o meio sao referidas no decorrer do trabalho atraves de abreviatu-

ras cujo significado € dado a seguir:

AIA = Acido indole-3-acético
EAP = 6-Benzilaminopurina

2ipP = Z2-isopenteniladenina
GA3 = Acido gikerélico

HC1 = Acido clor{drico

'™MS! = Murashige & Skoog

ANA = Acido naftaleno acé€tico
NaOCl = Hipoclorito de sddio .
NaOH = Hidroxido de sddio

NHG = Ambnia

N3 . = Nitrato

Tween 20 = Polyoxyethyleno sorbitan monolanato
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1. INTRODUGAQ

A cultura do alho (Allium sativum L.) tem, no Brasil, elevada
importancia econdmica, por ser juntamente com a cebola (Allium cepa L.) e ou-
tras, uJm produto condimentar de larga utilizag&o popular, apresentando tambSm
uma grande aceitagdo como medicamento, principalmente por suas propriedades
antibacterianas. Pode ser classificado como alimento energetico por possuir
menos de 20% de proteinas e menos de 168% de fibra bruta, de acordo com SATUR-

NINO (36).

Seu cultivo no Brasil, data dos tempos coloniais. Atualmente ocu
pa 0 guarto lugar entre as espécies olericolas mais cultivadas, porém, apre-
senta ainda produtividade relativamente baixa. Com isto, a produgdo brasilei-
ra € insuficiente para atender a demanda interna, acarretando wvultuosa perda

de divisas, com a imgortagé@o do produto.

Dentre os varios fatores que contribuem para esta baixa produti-
vidade, estao as doengas flUngicas e principalmente as virdticas (08, 09, 32,
40) pois trata-se de uma espécie apomitica obrigatdria a qual facilita a per-
petuagao de moléstias, & consequentemente, a possfvel distribuigdo de patdge-

nos no material vegetsal.

De acordo com NOVAK (30), na obtengdo de bulbilhos sadios de
alho, dois métodos tém sido empregados, isoladamente ou em combinagao, a termo

terapia e a cultura de meristemas.



A multiplicagdo do material sadio € possivel paralelamente a er-
radicagao do virus, a qual acelera todo o processo. Normalmente as regeneran-
tes desenvolvidas sao transferidas para o solo, apos o enraizamento, porém, com
razoavel sucesso, devido a fase critica de aclimatagdo, onde as perdas de mate

rial sao consideraveis, NOVAK (27).

Uma metodologia adaptada para a obtengao de clones de alho 1li-

-’ < . - -~ . ’
vres de doengas, € o primeiro passo para a determinagao dos prejuizos da doen-
Ga, pois este processo no Brasil € ainda bastante limitado. Posteriormente,
pode-se implantar um programa visando a multiplicagdo segura desse material pa

ra substituigé@o do alho infectado. O presente trabalho tem como objetivos:

O

a) determirar um substrato apropriado a germinagdc in vitro

b) desenvolver um meio de cultura que propicie um rdapido e vigoroso desenvolvi

mento dos meristemas in vitro

e

c) determinar condigBes adequadas & bulbificagdo in vitro

0)]

d) determinar condicdes adeqguadas a quebra de dorméncia dos microbulbos obti-

dos in vitro.
.Utpf?
/" A
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2. REVISAD DE LITERATURA

0 alho (Allium sativum L.) € uma espécie olericola cultivads des
de tempos remotos e, acredita-se que seja originada de zonas temperadas do con
tinente euro-asidtico, e mais precisamente da Silicia ou Asia Ocidental (07,
10; 37). Encontra—-se atualmente cultivada em quase todas as regides do mundo,

DEPM.~71S et alii (10).

A planta € herbacea, alcangando 50-680 cm de altura, suas folhas
cerosas sao lanceoladas, com secgdo em forma de V, FILGUEIRA (13). O bulbo &
arredondado, ligeiramente periforme, e constituido de vdrios bulbilhos, de
forma ovdide argueada, cobertos por duas folhas protetoras, quase transparen-
tes, de cor branca ou arroxeada. 0s agrupamentos de bulbilhos s@o ligados ao
Caule pela base, e envolvidos por vdrias folhas chamadas de tdnicas, que  sao
delgadas, de cor clara ou ligeiramente coloridas de roxo, SHIMOYA (37). As
raizes sdo fasciculadas, pouco ramificadas, com crescimento vertical, FILGUEI-

RA (13).

Dentre as hortaligas, o alho ocupa o quarto lugar em importéncia
econdmica para o Brasil, com um rendimento médio de 4.221 kg por hectare, se-

gundo os dados do IBGE 1986 (02).

No Brasil (08, 09, 32), como em outras regides do mundo (04, 05,

23, 25, 41), a virose causadora do estriado amarelo do alho ( Garlic Yellow
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Stripe Virus) infecta, provavelmente, todas as cultivares comercialmente utili

zadas, e pode causar uma redugdo na produtividade da ordem de 6 a 3Fh, depen

dendo da tolerancia da cultivar.

ﬁ\‘ Aumentc de produtividade das cultivares brasileiras de alho pode

ser conseguido livrando-as dos virus gue as infectam, CARVALHO (08). Dos pro-
cessos utilizados na erradicagdo de viroses, a cultura de meristemas, incluin-

2
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do o meristema propriamente dito acompanhado de 2 primordios foliares, tem
mostrado altamente eficiente. Como os meristemas mantém alta estabilidace ge-
netica, podem, conseqgientemente, ser usados para conservagao de germoplasme in
vitro. Esta técnica tem sido estudada mais extensivamente para o alno, guando

comparada com a cultura da cebola, NOVAK (SD).

Hollings, citado por RESENDE [35], observou gue o termo "cultura
de meristema" estava sendo aplicado indiscriminadamente para porgoes de teci-
dos, a partir de 0,1 a 10 mm de tamanho. Sugeriu entao que o termo meristema
seria o conjunto de células, formado pela tunica e corpus acompanhado do pri-
meiro par de primdrdios foliares, sendo este o tecido unitdrio mais usado para
o cultivo in vitro. DANIELS (09), verificou que o tamanho dos meristemas in-
fluencia na obtengé@o de plantas livres de virus e o desenvolvimento das mesmas,
€ melhorado a partir do momento em que o tecido meristemdtico 8 acompanhbado de

1l ou?2 primordios foliares. Apices entre 0,2 e 0,5 mm t&m apresentado melho-
res chances de produzirem pléntulas livres de virus, QUAK (33), o que  também
foi confirmado por BHOJWANI et alii (05), trabalhando com dois clones melhora-
dos de alho e por NOME & SALVADORES (26) e FRISON & NG (15), na obtengdo de
plantas de batata doce livres de virus. MOSELLA CH. & FERNANDES M. (23), uti-
lizaram meristemas com tamanho variando de 0,6 a 1,0 mm com sucesso, obtendo
todas as plantas cultivadas livres de Fusarium e nematoides. 0 uso de meris—
temas com 1 ou 2 primdrdios foligres também foi relatado por NOME et alii (25),
0s guais obtiveram aproximadamente 87% de plantas livres de virus, resultados
similares aos obtidos por WALKEY et alii (4l), os quais combinaram a cultura

de meristemas com a termoterapia. Segundo RESENDE [35), meristemas menores



aque 0,1 mm sao rejeitados, pela dificuldade de desenvolvimento in vitro e

squeles maiores gue 0,5 mm, podem estar infectados por virus

/4

A fonte de explante € muito importante para o sucesso da regens-
ragdn de pléntulas de alho. Bulbilhos maduros, em estado de dorméncia, podem
ser usados (Od, 05, 09, 25), porém sem muito sucesso devido a dificuldade, DA-

NIELS (09).

0 mesmo autor (09), usou o tratamento de pré-germinagdc em céma-
ra fria & temperatura de % 12°C por um periodo de 30 dias. Posteriormerte, fo
ram colocados para germinar em vermiculita em c@mara de crescimento & tempera-
Tura de 25 e 3305, noturna € diurna, respectivamente, sob um fotoperiodo de

L4 horas, a uma intensidade luminosa de 7.000 lux. Solugaop nutritiva de —oag-

land foi utilizada por DOLEZEL et alii (11) como substrato para germinagéo de

on

oultilhos, na auséncia de luz, a uma temperatura de 25 t U,5DC, até gue a:
raizes das plantas alcangassem um tamanho superior a 20 mm. Plantas estabele-
cidas no campo, com uma &ltura de 10-20 cm, apresentando 3-4 folhas, foram usa
das com mais facilidade na extrag8o de meristemas, em estudos realizados por

MOSELLA CH. & FERNANDEZ M. (23) e NOVAK (28).

A assepsia da superficie do explante, de uma maneira geral, en-
contra—-se bem definida. Alternativas podem ser executadas, tais como: a sim-
oles imersgo répida dos bulbilhos em etenol 94% seguida de flambagem, como usa
do por BHOJWANI (04, 05); em etanol 70% por um perfodo de 30 minutos, NOVAK
(28); nipoclorito de sddic 0,% por 15 minutos, ABO EL-NIL (Ol) e clorox 5,25%

“ilufda 1:5 v/v, KEHR (21).

Também poce-se usar alternativas combinadas: etanol 70 ou 9
tor 5 segundos e imersdo em splugdo de hipoclorito de sddio 5% por 5 minutos |
HAVRANEK (17); cloremina B por 30 minutos, NOVAK (30) ou hipoclorito de célcic

5% por 20 minutos (23, 25, 33). Todas estas alternativas sao seguidas por la-

vagens em agua destilada e autoclavada por 3 a 5 vezes.

C meio de cultura constitui o principal fator na regeneragao de
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uma planta completa in vitro, com raizes e parte aérea normais, desenvolvidas
a partir de tecido meristemdtico, RESENDE (35). Um meio basico mais geral €
o desenvolvido por MURASHIGE & SKOOG (24). Entre outros meios de cultura, es-
te € caracterizado por altas concentragoes de fons de potdssio, ambnia e mio-
inositol, QUAK (33). O ferro € aplicado na forma de complexo de quelato, e pa

rece ser a melhor, MURASHIGE & SKOOG (24).

Segundo GEORGE & SHERRINGTON (16), o requerimento de energia €
normalmente suprido pela sacarose (2-3% peso/volume), dependendo da espscie em
estudo, embora algumas vezes possa ser substituida por glucose. A tiaming € a
vitamina mais frequente, seguida pelo acido nicotinico e piridoxina. O inosi

tol, que € um dlcool-aglcar, tem frequentemente auxiliado no crescimento e di-

ferenciagdo de vdrios tecidos,

Geralmente a cultura de meristemas € feita usando 0,6 a 0,8% de
agar como suporte. Em algumas espécies de plantas o crescimento de rafizes po-
de ser dificultado em meio solido; para tais casos pode ser preferfvel o meic
liguido com papel filtro usado como suporte. Pennazio & Redolfi, citados por
QUAK (33), observaram que pléntulas de batata cultivadas no meio 1liquido foram
mails vigorosas e apresentaram melhor desenvolvimento do sistema radicular do
gue aguelas cultivadas no meio solido. DEROMEDIS (10), estudando as condigdes
de meio de cultivo mais aconselhadas na obtengdo de um maior nimero de flores
por inflorescéncia de alho, observou gue o cultivo de escapos em meio 1{quido

€ mais facil, rapido e econdmico, quando comparado ao meio sdlido.

C pH do meio pode ser um fator limitante para o crescimento, e
no geral, segundo QUAK (33), a faixa ideal situa—-se entre 5,5 a 5,8 para 0
meio sdlido e de 5,0 a 6,0 para o meio 1fquido, dependendo da espécie; segun-

do GEORGE & SHERRINGTON (16).

- . a
E necessario que o meio de cultura contenha reguladores de cres-
cimento, substancias responsaveis pela regulagao do crescimento e desenvolvi -

mento vegetal, AESENDE (35). Em estudos realizados por BHOJUWANI (04), o fndi-



ce de multiplicacgdo da planta de alho foi afetado pela presenga de 2iP e ANA
(0,508 e 0,09 mg L—l), respectivamente, o mesmo acontecendo com WALKEY et alii
(41), guando estudaram uma combinagdo Otima de auxina/citocinina, conseguindo

o -1
um fndice maximo gquando combinaram 4 ou 8 mg L L de AIA e 2,5 mg L de BAP,

Segundo NOVAK et alii (30, 31), o BAP induz a miltipla formagdo
de brotos na cultura de meristemas. Bons resultados foram obtidos pelos avto-
res, na cultura de meristemas usando uma combinagdo de 0,186 mg L_l de  ANA
com 0,225 ou 1,126 mg L—l de BAP. Doses superiores a 1 mg L"_l de ANA, de acor

do com MOSELLA CH. & FERNANDEZ (23) causam uma deformagdo das plantulas.

DANIELS (09), usando dois métodos na cultura de meristemas, o oe
Nang & Huang (1974), inicialmente usando um tergo das concentragbes dos compo-
nentes do meio de cultura na auséncia de reguladores de crescimento e seguido
4.~_ransferéncia apds um m8s para um novo meio com a adigdo de 0,5 mg L—l de
ANA e o0 método de Quiot et alii (1972), gue possui macro e micronutrientes nas
concentragdes correspondentes as do meio 'MS', respectivamente, cem e mil wve-
zes maiores com adicao de ANA a 0,1 mg L_l, observau que ndo houve interferén-
cia nas percentagens de plantulas obtidas guanto ao método utilizado, porem,
as pléntulas transferidas para areia, primeiro método, produziram bulbos maio-

res do que as pléntulas gue permaneceram nos frascos, segundo mé todo.

MOSELLA CH. & FERNANDES M. (23), observaram que 80% das plantas
enraizadas, na presenca de ANA, em curto periodo de tempo comegaram a formar
tecidos de reserva. ILLG & SIQUEIRA (20), usando meio de cultura sem a presen
ga de reguladores de crescimento, conseguiram resultados satisfatdrios elevan-—
do o fotoperfodo de 12 para 16 horas de luz, observagap também feita por BHO-

JNANI (04),

A presenga do nitrogénio na forma amoniacal, levando a uma baixa
taxa de nitrificagd@o, com provavel toxidez de NHz no infcio do crescimento, e
disponibilidade elevada de NO3 em uma fase critica, tem prejudicado a bulbifi-
cacd@o de alho com uma formagdo de pseudoperfilhamento no final do ciclo da cul

tura, segundo observacBes feitas por MABGALHAES (22).



As condigoes ambientais também sao importantes para o sucesso
do cultivo in vitro de meristemas. HUSSEY (18), estudando o efeito da tempe
ratura no desenvolvimento das plantulas, encontrou que para a cebola, o cresci
mento & mais rdpido & temperatura de 25°C, porém as folhas apresentaram uma CO
loragdo verde menos intenso do gue aquelas cultivadas a temperaturas de 20 =
lSDC. Um maior ndmero de brotos de cebola, foram formados guando o fotoperio-

do foi aumentado de 8 para 16 horas, HUSSEY & FALAVIGNA (19).

Tanto no campo, como in vitro, o periodo de colheita dos bulbos
ou microbulbos, respectivamente, muda naturalmente de uma variedade para ou—
tra. De modo geral, o sinal de amadurecimento € detectado logo que a pontadas
folhas vai ficando amarela. Aos poucos esta coloragdo se espalha em diregdo

& base da plenta (0S5, 07, 09, 13, 20, 283, 25, 41, 42),

Microbulbos, apds a colheita, devem ser lavados, para a remogao

de restos de meios de cultura, secados e curados, ILLG & SIQUEIRA (20).

Segundo ARGUELLO et alii (03), o per{odo de dorméncia do alho
'Rosado Paraguaio' € caracterizado pela ausBncia de atividade das giberelinas
e uma moderada atividade dos inibidores, por um perifodo de até setenta dias
apos a colheita. Uma alta atividade de giberelina vinte dias apds o infcio do
crescimento da folha de brotagdo, € acompanhada pelo decré€scimo na concentra —
a0 de inibidores de crescimento. As substlncias inibidoras sa@o soldveis em
dgua © por essa razao a exposicdo do bulbilho a um fluxo de dgua corrente pade
leva-lo a perder s condigdo de dorméncia, favorecendo o balango hormonal promo
tor/inibidor, FERREIRA et alii (12) e NOME et alii (25). A aplicacdo de bai-
xas temperaturas aos bulbilhos estimula modificagbes no balango hormonal, le-
vando o bulbilho & brotagao, BURBA (06). Observagdes similares foram efetua —

das por NOME et alii (25), trabalhando com a cultivar Chileno submetida a tem—

peraturas de 4°C por um periodo de 15 dias.

A multiplicagdo de material a partir de microbulbos proporciona-—

ria uma maior seguranga, com menores perdas na fase critica de aclimatagé@o, do



gue pléntulas obtidas in vitro, que apresentam maior sensibilidade e  menor

vigor na adaptagdo ao ambiente externo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

0s experimentos foram conduzidos durante o perfodo de 1985 a
1988, no Laboratdrio de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da

Escola Superior de Agricultura de Lavras - ESAL, MG.

3.2. Cultivares

Nos testes de "Germinagd@o in vitro de bulbilhos de alho" e
"Cultura de Meristemas', foram utilizadas sete cultivares de alho ( Allium
sativum L.): 'Cateto Roxo' e 'Juréia' (ciclo precoce); 'Amarante' e 'Gigante

Roxo' (ciclo médio); 'Chinds' e 'Chonan' (ciclo tardio) provenientes da Esta—
Gao Experimental da EPAMIG de Lavras — MG e a 'Branco Mossorg' (ciclo precoce)
do Departamento de Fitotecnia da Escola Superior de Agricultura de Mossoro -
ESAM - RN. Para os testes de "Bulbificagdo in vitro" e "Germinagdo de micro-

bulbos obtidos in vitro" foi utilizada apenas a cultivar Gigante Roxo.
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3.3. Experimentos

Realizou-se um total de gquatro experimentos que descreve-se  na

mesma ordem de execugao.

3.3.1. Germinagdo in vitro de bulbilhos de alho

Os bulbos das sete cultivares foram submetidos a uma selegdo in-—

dividual, com o objetivo de serem escolhidos agueles melhores no aspecto fitos

sanitdrio. As folhas gue envolvem o conjunto de bulbilhos (tinicas), foram
removidas e mais uma vez foi realizada uma nova selegao, desta vez, para os
bulbilhos.

Dos bulbilhos selecionados, foram retiradas as. folhas proteto-
ras do tecido de armazenamento e colocados em dgua corrente por um periodo de
trés horas. Posteriormente, mergulhados em 30% de solucao comercial com 0,2%
de NaOCl, adicionada de duas gotas do espalhante adesivo, Tween 20, para 100mL

de solugdo, por um periodo de 20 minutos.

Em camara de fluxo laminar, os bulbilhos foram lavados trés ve-
zes em agua destilada autoclavada e inoculados em diferentes substratos previa

mente preparados.

Os substratos utilizados foram: algodao hidrofilo e vermiculita,
umedecidos com sais minerais do meio 'MS' e dgua destilada, ambos com pH ajusta
do para 5.7 = 0.1, utilizando-se NaOH e/ou HCl, totalizando quatro tratamentos.
Apds a preparagao, 20 mL de meio foi colocado em frascos "cister vidro pote ti
po .zeitona 200 mL", j& contendo aproximadamente 80 cm® de vermiculita ou uma
amada de algoddo, de altura aproximada ac outro substrato, fechados com tampa

pléstica e autoclavados por 20 minutos a 1209C e 1,3 kg cm™2,



142

Foram inoculados dez bulbilhos por frasco, com seis repeticoes

por tratamento, para cada cultivar. Apds a inoculagao, os recipientes conten-
a}

do os bulbilhos, foram incubados em sala de crescimento a temperatura de 26 7

19C, na auséncia de luz.

0 efeito dos tratamentos foi avaliado guatro dias apos a inocula
80, por trés dias consecutivos, tomando-se a percentagem de bulbilhos germing

dos.

3.3.2. Cultura de Meristemas de cultivares de alho

Utilizando-se o subétrato algodao hidrofilo umedecidos com &gua
destilada, bulbilhos selecionados e assépticos foram colocados para germinar
in vitro, na auséncia de luz. Para cada cultivar, o processo de germinagao fol
conduzido escalonadamente, com o objetivo de se obter de forma constante, plég

tulas de 4 dias de idade, aptas para extrair o dpice meristematico.

Em camara de fluxo laminar, os bulbilhos foram colocados sobre
placas de Petri, onde cortou-se as raizes e a parte aérea com a ajuda de pin-
gas e bisturis cirdrgicos. Em seguida, mergulhados por 5 segundos em 510001
94% e flambados rapidamente. Posteriormente, a folha de reserva foi removida,
e o material vegetal (folha de brotagd@o e folhas completas), que consiste em
2 a 3 cm de tamanho da segao basal das pléntulas, passou por nova assepsia, on
de foi utilizado 30% de solugdo comercial 0,2% de NaOCl, adicionada de 2 gotas
do espalhante adesivo, Tween 20, para 100 mL de solugao, por 20 minutos. Apos
este periodo, foram lavados por 3 vezes em agua destilada autoclavada, para a
remogcdc do desinfestante. Posteriormente, fol realizada a operagdo de remogao
dos apices meristeméticos sobre uma placa de Petri, contendo papel filtro ume-—
decido com dgua destilada, sob um microscdpic esterecscdpico com aumento de

ate 40 vezes, utilizando-se uma pinga de ponta fina, bisturis cirdrgicos e es-



0,5 mm

FIGURA 1 - Meristema de alho acompanhado de um primdrdio foliar (0,5 mm), usa-

do para inicio da cultura.
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tiletes. As bases das folhas foram removidas cuidadosamente, até atingir o
dpice meristemdtico, com 1 primdrdic foliar, de aproximadamente 0,5 mm de tama
nho, Figura.l. Apos a remogao, foram rapidamente inoculados em tubos de en—
saio (2,5 x 15 om) contendo 15 mL de meio de cultura, e incubados em sala de
crescimento com temperatura de 26 + 19C em 16 horas de fotoperfodo, sob luz

branca fria, com intensidade luminosa de 3.000 Tuix

Utilizou-se o meio bdsico de cultura contendo sais minerals do
meio 'MS' adicionado de 0,5 mg L"l de tiamina HCl, dcido nicotinico e piridoxi
na HCl, 100 mg |_—l de mio-inositol, 2mgLfl de glicina, 30 g L™l de sacarose =
em todas as combinagdbes possiveis dos reguladores de crescimento ANA € BAP nas
concentragoes de 0,00; 0,05; 0,50 e 5,00 mg L“l, totalizando 16 tratamentos can
4 repetigBes, para cada cultivar. 0 meio foi ajustado para pH 5.7 acilg Pl S Il

dificado com 0,8h de agar.

Todo o material utilizado, durante a operag@o de remog@o do api-

ce meristemdtico, foi previamente autoclavado a 120°C e 1,3 kg cn™2 por 20 mi-
nutos.
e 0 efeito dos tratamentos foi avaliado 30 dias apds a inoculagéo,

tomando-se a altura dos mericlones, determinagdes estas feitas com régua mili-
metrada, medindo-se & partir da kase at® o ponto maximo da primeira folha emi-
tida; a contagem do nimero de folhas e observagBes visuais sobre a formagao de

celos na base dos mericlones.

3.3.3. Bulbificagé@o in vitro da cultivar de alho Gigante Roxo

Apices meristeméticos, com 1 primdrdio foliar, de aproximadaheﬂ—
te 0,5 mm de tamanno da cultivar Gigante Roxo, apos a germinagdo in vitro, fo
ram inoculados em tubos de ensaic (2,5 x 15 cm) com 15 mL de meio basico de

cultura contendo sais minerais do meio 'MS' adicionado de 0,5 mg L'_l de tiami-



15

na HCl, dcido nicotinico e piridoxina HCl, 100 mg L_l de mio-inositol, 2 mg
Lbl de glicina, 30 g Ldl de sacarose e 0,05 mg L—l dos reguladores de cresci -
mento BAP e ANA. 0 meio foi ajustado para pH 5.7 & 0.1, solidificado com
0,6 de agar e incubados por um periodo de 30 dias em sala de crescimento com
temperatura de 26 & 1°C em 16 horas de fotoperiodo, sob luz branca fria, com

intensidade luminosa de 3.000 lux.

Apos 30 dias, os mericlones obtidos foram entd3o transferidos pa-
ra tubos de ensaio (2,5 x 20 cm), contendo 20 mL de meio de cultura 1figuido,

sobre um suporte de papel filtro.

0 experimento foi montado em delineamento inteiramente casualiza
do., Utilizou-se para constituir os 12 tratamentos, 4 (guatro) concentracdes de
nitrogénio, em MM, (60, 30, 15 e 0) e 3 (trés) de sacarose em g L1, (805 68
e 120).

Apds a transferfncia, os tubos contendo os mericlones, foram in-
cubados em sala de crescimento com temperatura de 26 T 1°C em 16 horas de foto

perfodo, sob luz branca fria, com intensidade luminosa de 3.000 lux.

Observagdes visuais foram realizadas semanalmente e na quarta
semana, apos a transferéncia, o efeito dos tratamentos foi avaliado tomando-se
0 didmetro em mm e o peso em gramas dos microbulbos obtidos. As determinacoes

foram feitas com auxflio de paquimetro e balanga de precisdo, respectivamente.

Os microbulbos obtidos foram lavados e acondicionados em placas

de Petri, & temperatura ambiente, por um perfodo de trinta dias.

3.3.4. Germinag8o de microbulbos obtidos in vitro da cultivar de

alho Gigante Roxo

Us microbulbos, da cultivar Gigante Roxo, obtidos no Experimento
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3, apds um periodo de 30 dias de repouso a temperatura ambiente do Laboratorio,
foram misturados e divididos, ao acaso, em 6 placas de Petri, contendo 17 mi-

crobulbos cada, as quais constituiram os tratamentos deste experimento.

Antes da realizagdo do plantio, foram aplicados os seguintes tra
tamentos de pré-germinagdo para cada grupo de microbulbos, anteriormente sepa-
rados: frigorificacdc & 5°C por periodos de 10 e 5 dias; lavagem em &gua CoOr-
rente por perfodo de 2 horas; imersdoc em 100 mL de solugdo de GA3 (20 mg L'l)

por per{odoé de 4 e 2 horas e a testemunha.

D plantic foi realizado em bandejas de isopor (speedlings) con-
tendo 128 células de formato piramidal, vazadas em baixo de forma a  permitir
a drenagem. Cada célula, com dimensces de 3,5 x 3,5 cm de boca, 1 x 1 cm de

fundo e 12 cm de altura, comportando cerca de 80 mL de substrato.

Foi utilizado um substrato composto de solo, vermiculita, casca

de Pinus e areia, estereliazados em estufa a 80°C por um periodo de 24 horas.

Foram feitas irrigacoes semanais com solugdo completa de  Hoag-
land, dilufida de 1:10 (v/v) e irrigagdes diarias, com agua destilada, de forma

a fornecer nivel adequado de umidade as plantas.

A percentagem de germinagdo dos microbulbos foi avaliada por gus

tro semanas consecutivas.

3.4, Analise Estatistica

As analises foram feitas de acordo com o modelo matematico apro-—
priado para o delineamento inteiramente casualizado. Aplicou-se o teste Tukey

4 -~ - -
a Th para comparagdo das medias.

UOs dados referentes a percentagem de bulbilhos germinados foram

transformados para log (x/100 + 3), os do ndmero de folhas para V x e os do

numero de microbulbos germinados para \ x + 1 .



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Germinagao in vitro de bulbilhos de alho

Observa—-se no Quadro 1 que, para o tipo de meio de umedecimento
usado, houve diferenga apenas na cultivar Juréia, onde o uso de agua destila-—
da apresentou melhores resultados do que quando os sais do meio 'MS' foram usa
dos. Para as outras seis cultivares, os dados apresentaram resultados simila

res, nao ocorrendo diferenga guanto ac tipo de meio de umedecimento usadao.
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QUADRD 1 - Percentagem média de bulbilhos germinados, de sete cultivares ae

alho (Allium sativum L.), sob dois meios de umedecimento. ESAL,

1/

Lavras — MG, 1988. —

Meios de Umedecimento

Cultivares
Agua destilada Sais do 'MS'
Amarante 94,2 A 99,2 A
Branco Mossord 100,0 A 98,3 A
Cateto Roxo 106,00 A 100,0 A
Chinés 100,0 A 100,0 A
Chonan 82,0 A 73;38 A
Gigante Roxo 68795 A 68,3 A
Juréia 98,3 A 92,5 B

l/ Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, nao diferem entre si pelo tes-

te F de Snedecor a k.

Quanto ao tipo de substrato usado, Quadro 2, foi observado signi
ficancia para as cultivares Chonan, Gigante Roxo e Juréia, nas quais o uso de
algodao hidrofilo, como substrato, apresentou resultados superiores ao subs -
trato vemmiculita. Para as outras guatro cultivares, os dados apresentaram re

sultados similares, nao ocorrendo significéncia pelo teste de F de Snedecor a

5’/3.

Dentro da c@mara de fluxo laminar, a manipulagao de pléntulasgeg
minadas no substrato algoddo hidrdfile € bem mais facil e rapida do que ague-
las germinadas no substrato vermiculita. Isto se deve ao fato de que as rai-
zes das pléntulas permanecem sobre a camada de algodao, enguanto gue na vermi-

culitas as raizes penetram no substrato e particulas desta ficam aderidas, difi

cultando assim manipulagdes,
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Algumas contaminagtes por fungos foram observadas nas pléantulas
germinadas no substrato vermiculita, o que n30 ocorreu com o algodac hidrofi-
lo, nao chegando a prejudicar o processo de germinagdo. A vermiculita, prova-

velmente necessitaria um tempo maior de autoclavagem para uma completa desin-

festagao.
QUADRO 2 - Percentagem média de bulbilhos germinados, de sete cultivares de

alho (Allium sativum L.), sob dois substratos. ESAL, Lavras - MG,

1988. i/

Substratos
Cultivares
Algodao hidrdfilo Vermiculite

Amaran te 98,3 A 95,0 A
Branco Mossoro 100,0 A 98,3 A
Cateto Roxo 100,0 A 100,0 A
Chinés 100,0 A 100,0 A
Chonan 90,0 A 65,0 A
Gigante Roxo 75;8 A 60,0 8
Jureia 98,3 A 92,5 B

1/ Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, nao diferem entre si pelo teste

de £ de Snedecor a %.

Um fator gue mostrou ser fundamental no processo de germinagao
foi a ausBncia de luz, confirmando resultados de DOLEZEL et alii (11), e obten
do-se2 plantulas germinadas a partir do segundo dia da inoculagao e aptas para
serem usadas como fonte de material doador de tecido meristematico a partir do

guarto dia, periodo este bem menor do que o usado por DANIELS (09).
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Nesta idade, as pléntulas apresentaram de 2 a 3 folhas estiola -
das, aclorofiladas e podem ser usadas com mais facilidade na operagao de remo-
G3o do tecido meristematico do que as usadas por MOSELLA CH. & FERNANDEZ M.
(23) e NOVAK (28), pois os tecidos, devido a auséncia de luz, encontram—se mais

fldcidos, facilitando a operagao.

Entretanto, o vigor das plantulas, de um modo geral, seguiu uma
ordem decrescente, apresentando melhores resultados nas cultivares de ciclo
tardio (Chings e Chonan) e diminuindo até chegar as de ciclo precoce  (Branco
Mossord, Cateto Roxo e Jur€ia), confirmando assim, observagbes feitas por SHI-

MOYA (37).

0 uso de uma fonte de umedecimento rica em sais minerais € dis-
pensavel pois, segundo observacoes feitas por SHIMOYA [37], as plantulas depen

dem do tecido de armazenamento até duas semanas apds o plantio.

A utilizagao de pléntulas germinadas in vitro como material
doador do tecido meristemdtico, diminui significativamente a contaminagdo por
fungos e bactérias, aumentando a percentagem de mericlones gquando comparado a-

gueles obtidos a partir de material crescido no campo, segundo dados de FRISON

& NG (15).

4.2. Cultura de Meristemas de cultivares de alho

Observou-se diferengas entre as cultivares com relagdo & facili-
dade na operagao de remogdo dos meristemas, sendo gue nas de ciclo tardio o}
processo foi mais facil e rdpido, devido talvez ao vigor vegetativo das plan-

tulas deste ciclo ser superior aos outros dois.

Todas as sete cultivares estudadas apresentaram um crescimento
lento dos meristemas durante a primeira semana de cultivo, e este foi acelera-

do a partir da segunda semana, independente da cultivar usada. A partir da
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terceira semana se estabeleceu uma dependéncia de uma combinagdo dos regulado-

res de crescimento BAP e ANA, variando de cultivar para cultivar.

4,2.1, Altura dos mericlones

0 termoc mericlone € utilizado para caracterizar plantas oriundas

de meristemas.

0 Quadro 3, evidencia variagoes significativas na altura de meri
clones entre cultivares e, em presenga de diferentes concentragtes de BAP e

ANA.

Melhores resultados foram observados para a cultivar Amarante em
presenga de ANA-0,50 e BAP-0,00 ou 0,05 mg L_l, enguanto que para a cultivar
Branco Mossoro, o tratamento ANA-0,50 e BAP-0,50 mg L™! formeceu mericlones

mais desenvolvidos.

Concentragoes inferiores de ANA foram exigidas pelas demais cul-
tivares, a exemplo de 'Cateto Roxo' gue mostrou maior altura dos mericlones
com ANA-0,05 e 0,00 mg L™} na auséncia de BAP e BAP-0,05 mg "L he ausércia de
ANA. As cultivares Chin8s, Chonan e Juréia tiveram um melhor comportamento na
auséncia de ANA e em meio acrescido de BAP-0,05; 0,50 e 0,50 mg Lﬂl, respecti-
vamente. 0s dados evidenciam que 'Gigante Roxo' apresentou resultados mais

promissores com ANA-0,05 na auséncia de BAP e com BAP-0,05 mg L_l.

Observa-se& no Quadro 3, gue para doses de 5,00 mg L“l de ANA, em
praticamente todas as cultivares, ocorreu um reduzido crescimento do meristema,
e foi observado, aproximadamente 30 dias apds a inoculagao, uma formagdo de ca
los ndo friavel, escuro e granuloso abaixo do meristema isolado. Estes dados
confirmam os resultados de FRIBORG (14), de gue concentragbes muito altas de

ANA induzem a formagao e crescimento de calos nos tecidos.



QUADRO 3 - Resultados médios da altura de mericloges de sete cultivares de alho (Allium sativum | .) sob dife

rentes concentragoes de BAP e ANA, aos 30 dias de idade. ESAL, Lavras-MG, 1988. i/
. At [mg LY
Cultivares iﬁpm]
[mg L77] 0,00 0,05 5 0.50 5,00
0,00 1,13 Bd 3,50 Ab 4,37 pa 1,98 Ac
¥ ™ - 0,08 1,50 ABb 1,48 Bb 4,88.Aa " 0,65 Be
> Amara”tef,/”' 0,50 1,17 Bb 1,60 Bb '3,35 Ba 1,55 ABb
e . 5,00 2,25 Ab 3,12 Aa 2,22 Cb 1,05 Bc
0,00 1,97 Ch 2,60 Cab 3,38 Ca 1,67 Ab
0,05 5,30 ABa 5,50 Aa 5,50 Ba 2,28 Ab
Branco Mossoro 0,50 6,25 Ab 4,25 Bc 7,63 Aa 2,50 Ad
5,00 4,63 Bb 6,50 Aa ‘ 5,88 Ba 1750 Ae
0,00 1,87 Aa 2,13 Aa 0,60 Ab 0,37 Ab
0,05 1,92 Aa 0,88 Bb 0,68 Ab 0,30 Ac
Cateto Roxo 0,50 1,42 Ba 0,75 Bb 0,45 Ab O,S? Ab
5,00 0,65 Ca 0,62 Ba 0,37 Aab 0,20 Ab
0,00 5,30 Ba 5,18 Aa 3,80 ABa 3,88 Aa
0,05 7,88 Aa 4,13 ABb 3,25 ABb 3,00 ABb
Chingés 0,50 5,62 Ba 2,67 Bb 2,80 Bb 1,90 Bb
5,00 5,62 Ba 4,88 Aa 4,9 Aa 2,45 ABb N




QUADRO 3 - Continuagéo

ANA [mg L —l]
, BAP
Cultivares
[mg Lwl]
0,00 0,05 0,50 5,00
0,00 3,30 Che 3,72 ABab 4,13 ABa 2,90 Ac
0,05 4,13 Ba 3,03 Bb 4,53 Aa 2,40 Ab
Chonan
0,50 5,50 Aa 4,05 Ab 3,47 Bb 1,48 Bc
5,00 2,67 Cb 3,25 Ba 2,97 Bab 1,13 Bc
0,00 1,83 Bbc 3,80 Aa 2,35 Ab 1,45 Ac
0,05 3,25 Ab 4,00 Aa 2,45 Ac 1,10 ABd
Gigante Roxo .
0,50 1,75 Bbo 3,03 Ba 2,10 ABb 1,10 ABc
5,00 1,50 Bb 3,42 ABa 1,60 Bb 0,70 Bc
0,00 2,45 Cb 3,38 Aa 3,50 Aa 1,48 Ac
0,05 3,22 Ba 3,80 Aa 3,22 A 0,65 Bb
Juréia
0,50 4,13 Aa 2,60 Bb 2,38 Bb 0,37 Be
5,00 3,22 Ba 2,22 Bb 2,33 Bb 0,20 Bc

ey . . . L e
l/ As medias seguidas da mesma letra (maidscula, para niveis BAP e mindsculas, para

rem entre si pelo Tukey a 5%.

nfveis de NAA) nado dife-

£e
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1 também mostrou efeitos negativos

Em alguns casos BAP-5,00 mg L
sobre o crescimento dos meristemas, concordando com observagbes de NOVAK & HA-
VEL (29), de que em concentragdes elevadas de BAP, na presenga ou auséncia de

ANA, ndo ocorre uma formagdo normal dos meristemas.

Portanto, a formagdo de uma massa de calos durante o cultivo in
vitro prejudicou o crescimento normal dos mericlones. Tal fato nao ocorreu
com aqueles meristemas cultivados em meio de cultura com concentragdes menores

de BAP = ANA.

Observou-se aos 30 dias de cultivo um comportamento diferenciado
entre as cultivares (Quadro 3), sendo 'Chings', 'Branco Mossoro' e 'Chonen' as
que mostraram, em média, maior crescimento dos mericlones. A cultivar Cateto
Roxo foi a que apresentou menor crescimento. Um crescimento intermediario foi

observado por 'Gigante Roxo', 'Juréia' e 'Amarante’.

Todas as cultivares alcangaram,em média, alturas superiores as
encontradas por MOSELLA CH. & FERNANDEZ M. (23), exceto guando doses mais ele-
vadas de ANA (5,00 mg L™1) forem usadas sozinhas ou em combinagdo com BAP nas
cultivares Juréia e Cateto Roxo. Ou guando foi usado 0,50 mg L_l de ANA sozi-

nho ou em combinagd@o com BAP na cultivar Cateto Roxo.

4.2.2. Nimera de folhas

A partir dos resultados contidos no Quadro 4, para a cultivar
3ranco Mossord, o melhor tratamento foi BAP-0,50 mg L—l que nao diferiu signi-
ficativamente de BAP-0,05 e 5,00 mg L—l, pelo teste de Tukey 5%. Para as cul-
tivares Amarante, Cateto Roxo, Chinés e Juréia nao se observou efeito signifi-

cativo para as doses de BAP usadas.



QUADRO 4 - NUmero médio de folhas de mericlones de alho (Allium sativum ) ee

e i - ~ &+, ) 1
tivares, Amarante, Branco Mossoro, Cateto Roxo, Chingés e Jurela, sob

1
diferentes concentragbes de BAP. ESAL, Lavras-MG. 1985.—/
BAP (mg L—l]
Cultivares
0,00 0,065 [.,50 5,00
Amarante 1,8 A 1,6 A 1,6 A 1.7 A
Branco Mossoro 1,5 B 2,0 AB 2.8 A 2,0 AB
Cateto Roxo 1,4 A 1,3 A 1,4 A 1.2 A
Chinés ' 2. BA 2,0 A 2,1 A 1.9 A
Juréia 1,5 A 14 A 1,1 A 1,2 A
l/ Védias seguidas da mesma letra, nas linhas, nao diferem entre si pelo Tu—
key a 5%.

Observa-se no Quadro 5 que, ndo houve diferenga significativa en
tre todas as doses de ANA usadas para cada uma das cultivares Amarante, Branco
\Viossoro e Cateto Roxo. Maior nimera de folhas foi mostrado pelas cultivares
Chin@s e Jurdia na auséncia de ANA, nao diferindo significativamente de  ANA-

0,05 e 0,50 mg T
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QUADRD 5 - Numero médio de folhas de mericlones de alho (Allium sativum L.)

cultivares: Amarante, Branco Mossord, Cateto Roxo, ChinBs e Jur€ia,

1
sob diferentes concentragies de ANA., ESAL, Lavras-MG, 1988. Y
ANA (mg L™1)
Cultivares

0,00 0,05 0,50 5,00

Amarante 1,8 A 1,7 A 1,7 A 1,2 A
Branco Mossorg 2,0 A 2,0 A 2,2 A 1,7 A
Cateto Roxo 1,4 A 1,5 A 1,2 A 1,3 A
Chinés 2,2 A 2,1 AB 1,9 AB 1,7 B
Juréia 1,5 A 1,4 AB 1,2 AB 1,08

1/ Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, nao diferem entre si pelo  Tu-

key a S%.

A partir dos resultados contidos no Quadro 6, observa-se que pa-
ra a cultivar Chonan, na auséncia de ANA, melhores resultados foram mostrados
por BAP-0,05 e 0,50 mg L~ ndo diferindo estatisticamente de BAP-0,00. Para
ANA-0,05 e 0,50 mg L7 nao houve diferenga entre as doses de BAP, enguanto que
com ANA-5,00 mg L™! maior ndmero de folhas foi evidenciado na aus@ncia de BAP,

porém, sem diferenga significativa para BAP-0,50 e 5,00 mg L~L.

A cultivar Gigante Roxo, na aus8ncia de ANA, mostrou maior ndme-
ro de folhas em BAP-5,00 mg L1 ndo diferindo significativamente de BAP-0,00 e
0,05 mg L-l. Nas doses intermedidrias (0,05 e 0,50 mg L_l) de ANA, a cultivar
Gigante Roxo teve um comportamento similar em todas as doses de BAP. Para ANA-

-1 ~
5,00 mg L ~, a presenga de qualquer concentragdo de BAP se apresentou estatis-

ticamente superior a aus@ncia.
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QUADRC 6 — NUmero médio de folhas de mericlones de alho (Allium sativum =4

cultivares Chonan e Gigante Roxo, sob diferentes concentragoes de

1/

BAP e ANA. ESAL, Lavras-MG, 1988. —

P
ANA (mg L)
_ BAP
Cultivares [m L—l)
: 0,00 0,05 0,50 5,00
0,00 1,5 ABb 1,7 Aab 2.0 Aa 1,7 Aab
0,05 2,0 Aa 2.0 Aa 2,2 Aa 1,0 Bb
Chonan .
0,50 2,0 Aab 2,0 Aab 2,2 Aa 1,5 ABb
5,00 1,0 Bb 1,7 Aab 2.0 Aa 1,2 ABb
0,00 2,0 ABa 2.0 Aa 2.0 Aa 1,0 Bb
0,05 2,0 ABab 2,2 Aa 2,5 Aa 1,5 Ab
Gigante R
AR 0,50 1,5 Bb 1,7 Ab 2,0 Aa 1,7 Ab
5,00 2,5 Aa 2,0 Aa 2,0 Aa 1,5 Aa

L o " PP . - .
1/ Médias seguidas da mesma letra mailscula, na coluna, e minuscula, na linha,

ndo diferem entre si pelo Tukey a Fh.

No geral, estes resultados estap de acordo com afirmagdes feitas
por NOVAK et alii (3l) de que o BAP induz a formagdo de brotos em cultura de

meristemas de alho.

Estas diferengas, tanto para a altura de mericlones, como para
o ndmero de folhas foram, provavelmente, devido a variag@o genética existente
entre as cultivares, uma vez que normalmente observa—-se variacgdes nas respos-
tas de um gendtipo para outro, devido a elevada plasticidade fenotipica, con-
firmando observagbes feitas por Jones & Mann, citados por SIQUEIRA et alii(SSL
de gue variagdes podem ocorrer em respostas a interagtes com fatores ambien—

tais. A Figura 2, evidencia estas diferengas observadas entre as diferentes

cultivares testadas.



28

FIGURA 2 - Desenvolvimento comparativo de mericlones das diferentes cultivares
de alho, em meio bdsico 'MS', na auséncia de reguladores de cresci-

|
mento, 30 dias apds o infcio da cultura.



4.3. Bulbificagdo in vitro da cultivar de alho Gigante Roxo

Mesmo tendo sido evidenciado um leve aumento no diametro e peso
dos microbulbos obtidos in vitro, quando as concentragdes de sacarose foram
aumentadas, estes nao diferiram estatisticamente entre si, pelo teste de £ de

Snecedor a 1%, o gue pode ser observado no Quadro 7.

QUADRD 7 — Difmetro e peso médio de microbulbos, obtidos in vitro de alho
(Allium sativum L.) da cultivar Gigante Roxo, sob diferentes niveis

de sacarose. ESAL, Lavras-MG, 1988.

' Concen tragoes Paréme tros
Sacarose (g L71) TP [ 1 —
2L 5,6630 0,1488
=8 6,0505 0,1838
120 6,2015 0.1843

No Quadroc 8, observa-se que houve um pequenc aumento no didme tro
€ no peso dos microbulbos a medida que concentragoes de nitrogénio foram sendo
reduzidas, porém, na auséncia, uma pequena redugao no didmetro e peso dos mi-
Crobulbos Tol observada, embora nao diferindo estatisticamente dos demais tra-

tamentos pelo teste de F de Snedecor a 1%.
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QUADRO & — Diémetro e peso médio de microbulbos, obtidos in vitro de alho
(Allium sativum L.) da cultivar Gigante Roxo, sob diferentes niveis

de nitrogénio. ESAL, Lavras-MG, 1988.

Concentragoes de Parémetros
Nitrogénio (M) eI e
Bl 5,4780 0,1452
30 6,0520 0,1752
15 6,2920 0,1914
D 6,0647 0,1746

0 Quadro 9, evidencia gque o diametro e peso médio dos microbul -

tos, obtidos in vitro, ndoc diferiram entre si, pelo teste de F de Snedecor

[11]

1%, sob as diferentes concentragoes de nitrogénioc e sacarose usadas, o gque tam

bém pode ser observado na Figura 3.
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QUADRQ 9 — Didmetro e peso médio de microbulbos, obtidos in vitro de alho
(Allium sativum L.) da cultivar Gigante Roxo, sob diferentes niveis

de nitrogénio e sacarose. ESAL, Lavras-WMG, 1988.

Parametros

TR0 Diametro Peso

(mm) (g)
1 - 60 um Nitrogénioc + 30 g sacarose 5,05&80 0,123l
2 - 60 UM Ni trogénio + 60 g sacarose 5,7220 0,1592
3.- 60 um Nitrogénio + 120 g sacarose 5,6560 0,1533
4 - 30 UM Nitrogénio + 30 g sacarose 6,1920 0,1820
5 - SD/uM Nitrogénio + 50 g sacarose 5,8580 0, 1576
6 - 30 ;M Nitrogénio + 120 g sacarose 6,1060 0,1859
7 - 15 M Nitrogénio + 30 g sacarose 5,5720 0,2131E
8 - 15/ww Nitrogénio + 60 g sacarose 6, 7960 0,2536
9 - 15/L(M Nitrogénio +120 g sacarose 6,5080 0,1888
10 = N ausente + 30 g sacarose 5,8320 0, 15806
11 - N ausente + 60 g sacarose 5, 8260 0,1647

12 - N ausente + 120 g sacarose 6,5360 00,2091




Grupo 1

Grupo 2

FIGURA 3 - Microbulbos de alho, cultivar Gigante Roxo, obtidos in vitro,
diferentes concentragoes de nitrogénio e sacarose.
Grupo 1 (Tratamentos 1, 2, 3, 4, 5e 6)

Grupo 2 (Tratamentos 7, &, 9, 10, 11 e 12)
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Us primeirgs sinais mostrando o inficio da bulbificagao foram ob—
servados 8 dias apos a transferéncia para o meio de bulbificagdo, através do
.entumecimento da base das folhas, com uma coloragd@o esbranguigada gue foi gra-
dualmente aumentando de volume. Aos 30 dias, os microbulbos estavam formados
e em estado de colheita, periodo este inferior ao observado por MOSELLA CH. =

FERNANDEZ M. (23), devido talvez a cultivar que foi utilizada.

0 ponto da colheita foi detectado pelo secamento geral das fo-
lhas e quando os microbulbos apresentaram formas e consist@ncia ticidular se-

melhantes ao bulbo original, fatos que concordam com observagdes feitas por vé

¥}

rios autores (05, 07, 09, 13, 20, 23, 25, 41, 42), que demonstraram ser esta

as caracteristicas ideais para determinar o ponto de maturagdo dos microbulbos.

Nos tratamentos em que o nitrogénio foi omitido, observou-se gue
as folhas dos mericlones apresentaram uma coloragé@o verde menos intensa € — um
tamanho inferior agueles de mericlones cultivados na presenca de nitrogénio

H

conforme pode ser observado na Figura 4.

A opgdo pelo meio de cultura ligquido foi determinada através de
estudos preliminares. Confirmando resultados de DANIELS (09), de que os micro -
bulbos crescidos em meio solidificado sao de tamanho pequeno e apresentam Lim

crescimento lento durante a sua formagdo.

Através de observagdes visuais periddicas, verificou-se gue z
obtengéo de microbulbos maiores em menor periodo de tempo, parece ser melnora-

da guando mericlones foram cultivados em meio de cultura liquido.
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FIGURA 4 - Comparagdo de mericlones em gue o nitrog@nio foi omitido (esquerda)

e mantido (direita).



4.4, Germinegaéo de microbulbos obtidos in vitro da cultivar de alho Gigan

te Roxo

De acordo com o Quadro 10, observa-se gue houve diferenga signi-
ficativa na ndmerc de microbulbos obtidos in vitro, ao se usar diferentes tra-

tamentos na quebra de dorméncia.

0 maior ndmero de microbulbos germinados foi obtido quando 0
tratamento de frigorificacao a 5°C, por um perioda de 10 dias, foi usado. Os

demais nd3o diferiram estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5%.

QUADRO 10 - Ndmero médio de microbulbos germinados, submetidos a diferentes Tra

tamentos de pré-germinagao, aos 32 dias de idade. ESAL, Lavras-MG,

1/

18988, —

Tre tamentos Medias
A — Testemunha 4,5 B
B - 10 dias de frigorificagdo a 5°C 147 B
C - 5 dias de frigorificagio a 5°C 7,2 B
D - 2 horas em &gua corrente 7,0 B
E - 4 horas em solugdo de GA3 4,7 B
F - 2 horas em solugdo de GAj 3,2 B

1/ Médias seguidas da mesma letra sfo estatisticamente iguais. Tukey a Fh.

As equagdes de regresszo para o numero de microbulbos germinades
para cada tratamento, em relacdo as €pocas de avaliagdo, estio na Figura 5. A

representagao das mesmas foi do tipo linear para todos os tratamentos usados.
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Os primeiros sinais de germinag8o dos microbulbos, foram observa
dos 4 dias apds o plantio, nagueles em que o tratamento de frigorificagdo =
50C, por 10 dias, foi usado, e este alcangou 100% de germinag@oc aos 22 dias

apés o plantio, o gue nao ocorreu para oS demais.

Entretanto, 32 dias apds o plantio, a maioria dos tratamentos a-
presentou uma taxa de germinagdo acima de 50%. Exceto o tratamento em gue foi
usado a imersao em solucdo de GA3 por um perdodo de 2 horas, o gue veio a can-
firmar sugestSes feitas por FERREIRA et alii (12) de que estes tratamentos po-

dem ser usados na guebra de dorméncia de bulbilhos de alho.

A aplicag@po de baixas temperaturas por um perfiodo de 10 dias foi
0 tratamento mais eficiente e apresentou uma brotagdo mais rdpida dos microbul
bos, confirmando resultados de BURBA (06) e Ferreira e Cardoso, citados por
TRINDADE (40), de que a frigorificaglo dos bulbos antes do plantio, promove
maior precocidade de germinagao. Este tratamento apresentou resultado supe—
rior ao obtido por SILVA & ALVARENGA (38) em que este perfodo ndo foi suficien
te para provocar efeitos significativos no desenvolvimento da planta. Diferen
Ga esta, devido talvez, a cultivar usada e também o tipo, tamanho e peso do me,

terial propagativo.



(6%]
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A-Y= 0,3 4+ 0,096 x RS = 0,98
B-Y= 3,275 + 0,033875 x rRE = 0,88
C-vY= 0,77 + 0,09625 x R = 0,75
D-Y= 0,7 + 0,099125 x RS - 0,58
E-vY=-0,9 + 0,112875 x R® = 0,97
E - Y= 0,093125 x RS = 0,89

MICROBULBOS GERMINADQOS , N2 / TRAT.
M M 00 o

O L bt v v
8 16 24 32

EPOCAS DE AVALIACAO , DIAS

FIGURA 5 — Equagdes de regressaoc para cada tratamento de guebra de  dorméncia
de microbultos de alho (Allium sativum L.) cv. Bigante Roxo, em qua

tro €pocas de avaliagfo. ESAL, Lavras-MG, 1988.
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CONCLUSCES

Com base nos resultados obtidos, para as condigdes em gue o pre-

sente trabalho foi desenwvolvido, conclui-se gue:

)
[

—h
—

(]
—t

Pode-se obter pléntulas sptas para extrag8o do tecido meristematico 4 dias

apos a inoculacgdo dos bulbilhos em meio de germinagao;

0 substrato algoddo nidrofilo apresenta maior percentagem de germinagdo de

bulbilhos do gue a vermiculita;

%0 héd efeito do meio de umedecimento sobre a percentagem de germinagdo dos

bulbilhos, exceto para a cultivar Juréia, onde a dgua destilada apresentame

lhor resultado;
A regeneracio de mericlones inicia-se 8 dias apds a inoculagdo;

H& uma tendéncia de melhor crescimento da parte afrea dos mericlones com
BAP e ANA nas concentragdes 0,00; 0,05 e 0,50 mg L1, Concentragoes maic

elevadas (5,00 mg L'l) sao prejudiciais e induzem a formagdo de calos;

A microbulbificagdo inicia-se 8 dias apds o recultivo, e microbulbos madu-

ros sao obtidos aocs 30 dias;

Peso e didmetro dos microbulbos ndc sdo afetados pela redugdo nas fontes de
nitrogénio e guantidades de sacarose, porém hd uma reducdo na altura das

pléntulas guando as fontes de nitrogénio sZo reduzidas;
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h) A guebra de dorméncia de microbulbos € obtida com mais eficiéncia e rapidez

com tratamento a aixas temperaturas por um pem’mdo de 10 dias.



6. RESUMO

0 presente estudo objetivou testar diferentes técnicas utiliza-
das 4n vitro enwolvendo a germinagdo de bulbilhos, cultura de meristemas, bul

bificagao e quebra de dorméncia dos microbulbos,

Bulbilhos de sete cultivares de alho (Amarante, Branco Mossoro
Cateto Roxo, Chin@s, Gigante Roxo e Juréia) selecionados e desinfestados foram
*'ff;~505 para germinar em frascos contendo como substratos algod3g hidrofilo
e vermiculita, umedecidos com sais do 'MS' ou dgua destilada, totalizando 4

tratamentos, no escurc a 26 T 0,5°C. Melhores resultados foram obtidos guanda

usou-se glgodao hidrdfilc umedecido com dgua destilada.

Explantes constitufdos de meristemas com 0,5 mm de tamanho, acom
panhados de 1 primdrdio foliar, provenientes de bulbilhos germinados in vitro
das sete cultivares de alho, foram regenerados em meio 'MS' suplementado com
todas as combinagBes possiveis de ANA e BAP, nas concentragBes de 0,00; 0,05:
0,50 e 5,00 mg L—l. Houve um melhor crescimento de plantulas nas concentra -
36es menores e formagdo de calos na concentragio mais elevada (5,00 mg L"l)doa

reguladores de crescimento usados.

Mericlones de alho da cultivar Gigante Roxo, regenerados em meio
-1

M8 suplementado com 0,05 mg L de BAP e ANA foram recultivados em meio 'IIS!

modificado, usando-se para constituir os 12 tratamentos, 4 concentragoes de

i

nitrogénio (680, 30, 15 e O uM) e 3 de sacarose (30, 60 e 120 g L™ ), na ausén-
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4l

cia de reguladores de crescimento. A microbulbificag@o iniciou-se 8 dias apos
o recultivo e microbulbos maduros foram obtidos aos 30 dias apos o recultivo .
Foram realizadas avaliagOes para difimetro e peso dos microbulbos, estes  apos

andlise estatfstica, n@o apresentaram diferengas entre si.

Microbulbaos da cultivar Gigante Roxo, obtidos no experimento an-
terior, apos 30 dias de cura, foram misturados e divididos ao acaso em £ gru-
pcs, contendo 17 microbulbos cada, para constituirem seis tratamentos de que -
bra de dorméncia (frigorificac@o a 5°C por perfodos de 10 e 5 dias, lavagem em
dgua corrente por 2 horas, imersdo em solugdo de GA3 por perfodos de 4 2 2 ho-
ras e a testemunha). O plantio foi realizado em "sppedlings", utilizando subs

trato composto de solo, vermiculita, casca de Pinus e areia, esterilizados.

i1

efeito drs tratamentos foi avaliado por 4 semanas consecutivas, tomando-se

p{/nihtagem de microbulbos germinados. A quebra de dorméncia foi obtida com

/ K3 . - A - . -
" mais eficiéncia e rapidez quando baixas temperaturas, por um perfodo de 10

dias foi usado.



7. SUMMARY

The present study aimed at testing different technigques used in
vitro for clove germination, meristem culture, bulbing, and dormancy breaxing

of microbulbs.

Selected and desifested bulbils from seven garlic cultivars (A~
marante, Branco Mossord, Cateto Roxo, Chinds, Chonan, Gigante Roxo and Juréia}
were germinated in the dark at 26 X 05°C in vials containing as substrates hy-
drophilic cotton or vermiculite moistened with 'MS' salts or destilled water
making up 4 trestments. Better results were obtained when hydrophilic cottor

moistened with water was used.

Meristem explants, 0,5 mm long with 1 leaf primordiun obtained
from buibils of the seven garlic cultivars germinated in vitro were regenerat-
ed in 'MS' medium supplemented with all possible combinations of NAA and EAR
concentrations 0,00; G,05; 0,50 and 5,00 mg L7L. Trere plantlet growth in the
lower concentrations, and callus formation in the highest (5,00 mg L“l) cor-

centration of growth promotors tested.

Barlic mericlones from cultivar Gigante Roxo cultured in N8BT
medium supplemented with BAP and NAA 0,05 mg L_l were recultured in modified

'‘MS' medium containing 4 concentrations of the nitrogen (60, 30, 15 and O )

Uty

Bz

and 3 of sucrose (30, &0, 120 g L—l) without the addition of growth promotors



to make up 12 treatments. Vicrobulbing began 8 days after reculturing. Micro
tulbs diameter and weight were determined and not found to be statistically

different after analysis.

Microbulbs from cultivar Gigante Roxo obtained in the previcus

(T

experiment, after curing for 30 days, were mixed and randomly divided in
groups of 17 microbulbs each to make up 6 treatments of dormancy breaking {rg
frigeration at 5°C for 1C and 5 days periods, washing for 2 hours in tap water

imersion in GA3 solution for 4 and 2 hour periods, and the control . Planting
was done in speedlings filled with a compound sterilized substrate of soil,
vermiculite, Pinus bark, and sand. The effect of the treatments was assessec
for 4 consecutive weeks through the determination of percentage germinated mi—
crobulbs. Dormancy breaking was obtained more efficiently and rapidly wher

low temperatures were used for 10 days.
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QUAURD 1A — Resumo das andlises de varié@ncia para percentagem uugerminat;ﬁo de alho Chin&s, Chonan, Gigante
\

Roxo e Jurédia, em diferentes substratos e meios de ume Yocimento, ESAL, Lavras-MG, 1988.

\

Ny

AN
\

\
Quadrados médios e significénud =
Causns =2

P

variagho R Amarante Branco . Cateto Chines ct -n-\\ , Gigante Jurdia
mossaro roxo roxo

Meio de umede-

cimenta (M) 1 0,000192 0,000020 0,00 0,00 0,000570 0.000203 0,000250%

Substratn (5) 1 0,000008 0,000020 0,00 0,00 0,005014%¥ 0,002161* 0,000250%

M x5 1 0,000192 0,000020 0,00 0,00 0,000032 0,000489 0,000046

Residuo 20 0,000101 0,000008 0,00 0,00 0,000141 0,000435 0 ,600035

cv (%) 1,68 0,47 0,00 0,00 2,07 3,69 0,97

x (%) : 96,60 99,17 100 100 77,50 &n 95,42

1/ Dedos transformados em log (x/100 + 3)
# Significetivo ao nfvel de 5% de probabilidade
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidads
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QUADRO 2A — Resumo das analises de varidncia para altura de mericlones de alho (Allium sativum L.) cultiva-
res Amarante, Branco Mossord, Cateto Roxo, Chinés, Chonan, Gigante Roxo e Juréia, sob diferen -

tes concentragfes de BAP e ANA, aos 30 dias de cultive. ESAL, Lavras-MG, 1988.

‘ Quadrados médios @ significé@ncia
Causas de

Variagao 2 Branco Cateto L A . Gigante >

Amaran te . Chines Chanan Jurgia
mossoro roxo roxo

BAP 3 1, 9706 25,3222%# 1,68464k 6, AuBGH q,4a1 7k 2,5130%~ 1, BB16%*

ANA 3 19, 1231%* 36, 8527 4,1862%% 31,141 P 12, 725654 # 16, 60264 22, ‘7(:.3!,»'*

BAP x ANA 9 3,4131%% 4,561 7% 0,6058%%  34,2298% 2,321 0,560 Qe 1, 5009

Res{uuo 48 0,1778 0,4038 0,0464 0,8958 0,1295 0,1307 0,1178

Cv (%) 18,81 15,09 24,96 22,52 16,94 16,33 14,03

X (cm) 2,24 4,21 0,86 4,20 3,29 2,21 2,45

* Significativo ao nivel de % de probabilidade

#* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

S



QUADRD 3A — Resumo das andlises de variéncia para ndmero de folhas de mericlones de alho (Allium sativum k)

-
o

., .
cultivares Amarante, Branco Mossoro, Cateto Roxo, Chin&s, Chonan, Gigante Roxo e Jureia, sob di-

ferentes concentragoes de BAP e ANA, aos 30 dias de idade. EGAL, Lavras-MG, 19688.

Caunans de

Qunrdrados médios e significAncia

Varingan Anararta Branco Cateta Chines Chonan Gigante Jurdia
"lll"-"ﬂJf'C‘\ Toxo Toxn
AP 0,0136 0,2455%« 0,0393 D,0224 (1, 080a% 13, 1R50% 0,0650
ANA 0,2002% 10,0872 n,n607 0,0A39" n, 2ECHHH 0,0026 01517
DAP x ANA 0,0688 0,0a55 0,0512 0,0318 0,0550% 0, 1p07 0,0373
Res duo 0,0387 0,0557 0,0357 0,0269 0.0210 0,019 0,0376
ov (%) 15,53 17,11 16,55 11,70 11,09 9,97 17,23
X 1,66 1,97 1,34 2,00 1,75 2,00 1:31

1/ Dados transfarmados em V x

# Significativo ao nfvel de 5% de probabilidade

" Gignificativo eo nfvel de 1% de probabilidade



QUADRD 4A — Resumo das analises de variéncia para diémetro e pesg de microbulbos, obtidos in vitro, uJe aliio

(Allium sativum L.) da cultivar Gigante Roxo, em diferentes concentragoes de sacarose € fontes

de nitrogénio. ESAL, Lavras-mG, 1988.

Quadrados médios e significlncia

Causas de Variagdo GL

Didmetro (mm) Peso (g)
Sacarose (S) 2 1,5431 0,00926
Nitrogénio (N) 3 1,8071 0,00556
S x N 6 0,7204 0,00569
Resdduo 48 0,8856 0,00491
CV (%) 15,76 40,82
X 5,97 0,1716
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