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RESUMO

O alho é uma espécie de propagagdo vegetativa, assim o
melhoramento genético se baseia em métodos que gerem
variabilidade genética, como indugdo de mutages, variagdo
somaclonal, fusdo de protoplastos e transformacéo genética. Para
que estes métodos possam ser aplicados é necessario o
desenvolvimento de protocolos eficientes de regeneracdo de
plantas e bulbificagdo in vitro. Neste trabalho, objetivou-se o
estudo de meios de cultura para o crescimento de apices caulinares
com posterior bulbificagdo in vitro da cultivar comercial 1AC-
Lavinia 1632 (clone 19). Foram testadas , inicialmente, diferentes
concentragdes de BAP (0; 5; 10; 20; 40 uM) com posteriores
combinagdes de cinetina (0; 15; 20; 25; 30 uM de BAP x 0; 5; 10;
15; 20 uM de KIN). Para indugdo de bulbificacdo in vitro foram
avaliados meios com diferentes concentragdes de sacarose (30;
40; 50; 60 e 70 g L), meio MS (completo e metade da
concentragédo) e presenca e auséncia dos compostos nitrogenados
(KNO, e NH,NO,). A analise estatistica foi baseada no
delineamento inteiramente casualizado com testes de médias e
regressdes polinomiais no SANEST. Os resultados evidenciaram
que a melhor concentragdo de BAP para crescimento de apices
caulinares de alho foi 5 uM, com aumento significativo da massa
fresca de bulbos. Houve interagdo significativa entre os dois
reguladores de crescimento (BAP x KIN) para altura de planta.
Para aumento de massa de bulbo e senescéncia de folhas deve-se
aumentar a concentracdo de sacarose para 50 g L, manter os
compostos do meio MS, mas com auséncia de sais nitrogenados.

Termos para indexacdo: Apices caulinares, reguladores de
crescimento, nitrogénio, sacarose.

ABSTRACT
Garlic is a vegetatively propagated species, so its genetic
improvement is based on methods that generate genetic variability,

such as mutation, somaclonal variation, protoplast fusion, as
well as on genetic engineering. Efficient protocols for the
development of plant regeneration and subsequent in vitro bulbing
are important for the employment of some of these methods.
The present paper aimed to study in vitro culture media for
garlic micropagation and bulbing of IAC-Lavinia 1632 (clone 19)
cultivar. Different BAP (0; 5; 10; 20; 40 uM) concentrations as
well as combinations of BAP and KIN (0; 15; 20; 25; 30 uM
BAP x 0; 5; 10; 15; 20 pM KIN) were tested for the development
of garlic meristematic apices. For bulbing, media with different
concentrations of sucrose (30; 40; 50; 60 e 70 g.L), MS medium
(full and half concentration) and the presence and absence of
nitrogenous compounds (KNO, and NH,NO,) were tested.
Statistical analysis was based on completely random design with
multiple comparisons and polynomial regressions of SANEST.
The results indicated that the best concentration of BAP for
growing meristematic garlic apices was 5 uM, with significant
increase in fresh mass of bulbs. Significant interaction was
observed between these two growth regulators (BAP x KIN) for
plant height. In order to increase the mass of the bulb and leaves
senescence the sucrose concentration should be increased to 50 g
L?, keeping the compounds of the MS medium, but with no
nitrogen salts.

Index terms: Shoot apices, growth regulators, nitrogen, sucrose.

INTRODUCAO

OBrasil é, atualmente, muito carente em novas cultivares
disponiveis aos produtores e sdo poucos 0s programas de
melhoramento para a espécie Allium sativum. O principal
fator é a auséncia de recombinacéo genética pelo processo
meidtico, em decorréncia de ser o alho, botanicamente,
de propagacdo assexuada (ZEWDIE et al., 2005).

(Recebido em 13 de abril de 2011 e aprovado em 31 de agosto de 2012)
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Para a obtencdo de novas cultivares, o
melhoramento genético baseia-se na selecdo de plantas
mutantes naturais ou induzidos, exploracdo da variacéo
somaclonal (KAEPPLER et al., 2000), fuséo de protoplastos
e ,atualmente, por meio de transformacdo genética
(MARTIN-URDIROZ et al., 2004).

Atransformacdo genética mostra-se promissora no
desenvolvimento de novas cultivares de alho. Entretanto,
€ necessario desenvolver protocolos regenerativos de
plantas, a partir de diferentes tipos de explantes (ROBLEDO-
PAS et al., 2000). Nesse sentido, apices caulinares ou
meristematicos de alho, a exemplo de embrides nas outras
espécies de propagacdo sexual, podem ser utilizados para
transformacao genética como fonte primaria para
biobalistica ou co- cultivo com Agrobacterium
tumefasciens (KENEL et al., 2010).

Para que isso seja estabelecido como rotina no
laboratério é preciso desenvolver protocolos para o
crescimento de apices caulinares que, apos 0 processo de
transformacao, se desenvolvam em plantas completas até
a bulbificacdo in vitro, evitando perdas durante a
aclimatacdo das plantas (KIM et al., 2003).

O Unico trabalho que obteve sucesso na tentativa
de induzir a bulbificacdoin vitro, utilizando estresse hidrico
para aumentar o potencial osmético do meio de cultura
adicionou altas concentracOes de sacarose (50a 110g L)
(KIMetal., 2003).

Na cultura de apices caulinares in vitro, é
frequente o aumento do nimero de bulbos chochos por
influéncia do fornecimento constante do nitrogénio do
meio MS (COSTA et al., 1993). Sob condices de cultivo
a campo, o distarbio genético/fisiologico do alho
conhecido como pseudoperfilhamento ou
superbrotamento (MELO; OLIVEIRA, 1999), é muito
comum nos alhos nobres e nos precoces e pode ser
influenciado por altas concentracfes de N e por alta
umidade na fase de desenvolvimento dos bulbos
(RESENDE; SOUZA, 2000). Ha correlacdo da frequéncia
de bulbos chochos com concentrages crescentes de N
(MAROUELLIetal., 2002).

Objetivou-se, neste trabalho, realizar
experimentacdes com a cultivar de alho comercial IAC
Lavinia 1632 (clone 19), testando-se diferentes
concentracfes de 6-benzilaminopurina (BAP) e em
combinacgBes com cinetina (KIN), seguida de bulbificacdo
em diferentes concentracfes de sacarose. Observou-se,
também, o efeito da presenca e auséncia de compostos
nitrogenados presentes no meio basico MS. no
desenvolvimento dos bulbos e na senescéncia de folhas.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado foi o clone 19 da cultivar
IAC Lavinia 1632, obtido por cultura de tecidos in vitro
(SIQUEIRA et al., 1996). Os explantes utilizados consistiram
de apices caulinares retirados de bulbilhos da cultivar de
0,3a0,5mm, conforme descrito por Longo (2009). Os apices
e plantas foram inoculados em frascos com 40 mL de meio
de cultura. Para todos os tratamentos, adotou-se o0 meio
de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) como bésico
com 30 g Lt de sacarose, solidificado com 6 g L de 4gar.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem. O meio MS foi suplementado com diferentes
concentraces de BAP, cinetina e sacarose, conforme
descrito para cada tratamento a seguir.

Todos os apices excisados para uso nos experimentos
permaneceram inicialmente no escuro, por uma semana a 25
+ 1° C. Em seguida, foram transferidos para sala de
crescimentoem iluminac&o artificial e fotoperiodo de 16 horas
de luz e 8 horas de escuro 27/24° C (dia/noite) numa
intensidade de 30 pmol. m2.s. Estas foram as condig@es de
cultivo para todos os tratamentos descritos a seguir.

Testaram-se diferentes concentrac@es de BAP (0;
5; 10; 20 e 40 uM). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e 10
repeticOes, sendo um apice por frasco, uma repeticao,
totalizando 50 apices. Apds 30 dias, as plantas foram
avaliadas quanto a altura (cm) e biomassa fresca (g). Em
seguida, foram transferidas para meio MS, contendo 60 g
L* de sacarose, visando a inducdo de bulbificacdo in vitro
e foram mantidas por mais 30 dias. Apés sete dias de cura
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(secagem a temperatura ambiente), a biomassa seca dos
bulbos obtidos foi medida (g). Em outro experimento foi
avaliada a interacdo entre dois reguladores de crescimento
em uma combinacdo fatorial de BAP (0; 15; 20; 25; 30 M)
x KIN (0; 5; 10; 15; 20 pM). O experimento foi conduzido no
delineamento estatistico inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial (5x5) com 12 repeti¢Bes por tratamento, onde
cada frasco continha um apice como repeticéo, totalizando
300 apices. Apos 30 dias, as plantas foram avaliadas quanto
aaltura (cm).

As plantas obtidas no experimento anterior (BAP x
KIN) foram transferidas para novos meios MS, contendo
diferentes concentracdes de sacarose (30; 40; 50;60e 709
L), visando a inducéo de bulbificagdo in vitro. Apds 90
dias, foram avaliadas a raz&o bulbar, ou seja, a relacéo:
didmetro do pseudocaule na altura do colo/diametro da
parte mediana do bulbo, proposta por Mann (1952); a
biomassa seca e fresca (g) do bulbo e a porcentagem de
plantas que formaram bulbos. Visando a avaliar a taxa de
bulbificacdo in vitro, foram feitas modificagdes de
concentracdo do meio MS (completo e %2 da concentracao),
presenca e auséncia dos compostos nitrogenados (KNO,
e NH,NO,) e sacarose no controle do chochamento (perda
de agua) dos bulbos, em razéo da emisséo de brotos e nao
dorméncia ap6s a bulbificacdo in vitro.

Para este experimento, foram inoculados 200 apices
caulinares para crescimentoem MS com 5 uM de BAP. As
plantas obtidas foram distribuidas em 10 tratamentos: a)
MS + 60 g L* de sacarose; b) Y2 MS + 60 g L*de sacarose;
¢) MS (sem KNO, e NH,NO,) + 60 g L*de sacarose; d) %2
MS (sem KNO, e NH,NO,) + 60 g L-*de sacarose; €) MS +
30 g L'desacarose; f) %2 MS + 30 g L' de sacarose; g) MS
(sem KNO, e NH,NO,) + 30 g L™ de sacarose; h) ¥2 MS
(sem KNO, e NH,NO,) + 30 g L*de sacarosg; i) agar-agua
+ 60 g Lde sacarose; j) agar-agua + 30 g L-*de sacarose.
Cada tratamento foi constituido de 18 repeticGes, no
delineamento inteiramente casualizado. Apds 60 dias no
meio de bulbificagfo, avaliaram-se caracteristicas em escala
de notas de 1 a 4 para a necrose ou senescéncia de folhas:
nota 1- folhas completamente secas; nota 2- somente a

base da planta ainda verde; nota 3- planta com folhas verdes
e somente com a ponta seca e nota 4- completamente
verdes, além da biomassa seca (g) da parte aérea. Apds 35
dias de cura (secagem a temperatura ambiente), a biomassa
(9) de bulbos secos foi medida.

As analises de variancia dos experimentos, 0s
contrastes de médias e regressoes polinomiais foram feitos
no Programa SANEST (MACHADO; ZONTA, 1991).
Utilizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade para
comparacdes entre as médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, encontram-se os resultados obtidos
de apices caulinares do alho comercial IAC Lavinia 1632
(clone 19), em concentracdes crescentes de BAP e que,
apos 30 dias, foram transferidas para meio MS com 60 g L* de
sacarose para bulbificacéo.

Embora ndo diferindo entre si, todas as
concentracdes de BAP promoveram maior altura da planta
(Figura 1), diferindo significativamente do meio de cultura
com auséncia de BAP (controle). A mesma tendéncia foi
observada para massa fresca de planta (Figura 1). Verificou-
se ainda, que quanto a massa seca de bulbo (Figura 1) a
menor concentracdo de BAP (5 uM) foi a Unica que diferiu
estatisticamente da auséncia desse regulador de
crescimento.

A melhor concentracdo indicada para
desenvolvimento de apice caulinar nas condicGes do
presente experimento deve ser a menor (5 UM) por questdes
relacionadas ao alto custo dos reguladores de crescimento
e também para evitar riscos de hiperhidricidade dos
explantes, muito comum com o uso de altas concentracoes
de BAP (IVANOVAetal., 2006).

Em trabalhos semelhantes, com apice caulinar da
cultivar seminobre Amarante, apesar do explante estar
determinado e competente para desenvolvimento
(KERBAWUY, 1999), também houve necessidade da adicdo
de reguladores de crescimento como 2-Ip, AIB ou ANA
(ILLG; SIQUEIRA, 1986; MORICONI etal., 1990; TORRES
etal., 2000).
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No experimento envolvendo KIN em combinagcdo  trabalho (> 80,0%). Na Figura 2, observa-se que néo
com BAP, estdo apresentados nas Figuras 2 e 3 os  houve diferengas de crescimento nas doses de BAP com
valores mais expressivos de R? encontrados neste 20 uM de KIN.

y1=-0,0152x2+0,7562x + 8,2005 R2=55,41
y2=-0,0014x2+0,0681x + 0,4348 R2= 4245
y3=-0,00158x2+0,0637x + 0,4314 R?= 31,68
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FIGURA 1 — Médias das caracteristicas: altura de planta (cm) massa fresca de planta (g) massa seca de bulbos (g); em
meios contendo BAP (0; 5; 10; 20; 40 uM), da cultivar comercial de alho IAC-Lavinia 1632 (clone 19), com posterior
transferéncia para sacarose (60 g L*).*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

41 5 ax y=0,0005353x2-0,030547x +4,00149
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FIGURA 2 — Concentragdes de BAP (0; 15; 20; 25; 30 uM) para a caracteristica altura de planta in vitro a partir de apices

caulinares da cultivar comercial de alho IAC-Lavinia 1632 (clone 19). *Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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Apices caulinares possuem competéncia e
determinacdo para crescimento, desde que sejam
fornecidas as condi¢les necessarias de nutricdo e
luminosidade. Auxinas e citocininas endogenas sao
sintetizadas pelos primérdios foliares dos apices
caulinares e radicula, respectivamente, e podem suprir
em parte a demanda para crescimento e enraizamento. A
retomada do crescimento no sistema in vitro se da por
influéncia da presenca de reguladores de crescimento e
demais constituintes do meio de cultura (KERBAUY,
1999).

Conforme observado nas Figuras 2 e 3, conclui-se
que podem ser utilizadas combinag@es das duas citocininas
(KIN x BAP) e também o BAP isolado nos meios de cultura
para crescimento de apice caulinar do clone 19. O meiode
cultura que proporcionou menor valor de altura de planta
(3,31 cm) foi o tratamento 10 uM de KIN x 20 uM de BAP,
diferindo, estatisticamente, apenas do tratamento 25 uM
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w >
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n
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0,0 4

de BAP x 0 uM de KIN com maior valor (5,39 cm) de altura
de planta (Figura 3).

Apos a avaliacdo da altura das plantas obtidas no
experimento fatorial, estas foram transferidas para cinco
tratamentos de meios de cultura com diferentes
concentracOes de sacarose para bulbificacdo in vitro. O
grafico das caracteristicas razdo bulbar (didmetro do
pseudocaule pelo didmetro maior do bulbo); biomassa seca
e fresca (g) do bulbo e porcentagem de plantas que
formaram bulbos visando a bulbificacdo in vitro, encontra-
sena Figura 4.

Para razao bulbar, o menor valor indica
conformacdo adequada de bulbo, onde a regido da
insercdo do pseudocaule é reduzida, favorecendo a cura
com menores perdas de agua. Quando a razao bulbar
reduz-se a niveis inferiores a 0,5,0 bulbo encontra-se
completamente formado (MANN, 1952). Na Figura 4,
observa-se que a razdo bulbar préxima a ideal (<0,5) éa

y1=-0,0021558x2-0,018883x +4,8068 R?= 80,9
y2=0,007532x2-0,20992x + 4,9166 R2=91,6
y3=0,0078442x2-0,222701x +5,09403 R?=91,6

10 15 20

Concentracao de KIN (uM)

@ Combinado com 15 pM de BAP

EER Combinado com 25 uM de BAP

= Combinado com 20 pM de BAP

=@=-Combinado com 15uM de BAP pela regressédo 1

—8— Combinado com 20 uM de BAP pela regressdo 2 ==#==Combinado com 25 uM de BAP pela regressdo 3
FIGURA 3 - Concentragdes (15; 20; 25 uM) de BAP e (0; 5; 10; 15; 20 uM) de KIN no experimento fatorial para a
caracteristica altura da planta in vitro a partir de apices caulinares da cultivar comercial de alho IAC-Lavinia 1632 (clone
19). *Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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de 50 g L de sacarose, diferindo estatisticamente das
demais concentragoes.

Na medida em que houve aumento da concentracdo
de sacarose, houve resposta crescente para razao bulbar
(Figura 4). Da mesma forma, a massa fresca de bulbo na
concentracdo de sacarose 50 g L* foi satisfatoria (1,58 g),
apesar de ndo mostrar diferenca entre as demais
concentracles de sacarose testadas (Figura 4). Meios de
cultura que induzam maior massa fresca ou seca devem ser
os selecionados, pois facilitardo a propagagéo posterior
em substrato ndo estéril (RESENDE, 1993). Na Figura 4,
observa-se decréscimo na caracteristica de massa fresca
(g) com a reducdo da concentragdo de sacarose no meio
de cultura, o que também foi observado na caracteristica
darazdo bulbar.

N&o houve diferencas para massa seca de bulbo
(Figura 4), mas por outro lado, houve contrastes
significativos de massa fresca, indicando que a perda de
agua ou o acumulo de agua nos tecidos dos bulbos seguem

o
©

Razao Bulbar
e o0 o o o o @9
N w S [3, [>] ~ [e)

o
i

o
=)

padrfes distintos de acordo com a concentracdo de
sacarose.

Pode-se concluir que a melhor concentragéo de
sacarose no meio de cultura, apds o crescimento do apice
caulinar para bulbificagdo de alho foi 50 g L™ por reunir
os valores de méaxima massa seca de bulbo e razéo bulbar
adequada (<0,5). Ressalte-se que, apesar de ser obtida a
menor razao bulbar na concentracdo de 30 g L (0,36), 0s
valores de massa fresca e bulbificacdo foram inferiores a
outros tratamentos.

Nos experimentos discutidos anteriormente,
observou-se que a bulbificagcdo ocorre in vitro, sem a
interrupgdo do desenvolvimento vegetativo das plantas, como
em condicdes naturais onde a planta entra em senescéncia
com seca continua das folhas até a maturacéo e dorméncia
dos bulbos por ocasido da colheita. Nas condig6es in vitro,
folhas novas continuam sendo emitidas e, por essa raz&o,
os bulbos ndo entram em dorméncia, ocorrendo maior taxa
de chochamento (perda de agua do bulbo).

y1=0,1036x - 0,0244 R?=92
y2=-0,000347x2+0,05201x-0,2978 R?=855
y3=-0,000216x2+0,01603x +0,5310 R?=27,07
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FIGURA 4 —Concentragdes de sacarose (30; 40; 50; 60; 70 g L), visando bulbificacdo in vitro, da cultivar comercial de
alho IAC-Lavinia 1632 (clone 19), ap6s a cultura das plantas no experimento de BAP x KIN, para as variaveis: razao
bulbar, massa fresca e seca de bulbos (g). *Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
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No sistema in vitro sdo fornecidos continuamente
sais minerais (inclusive nitrogénio) além da elevada umidade
relativa presentes nos frascos de cultura (MAGALHAES,
1986). Avaliou-se a emissdo de novas folhas (brotacGes)
,durante a fase de transferéncia para meio de cultura de
bulbificacdo, modificando-se as concentracdes do meio
MS e as quantidades de sais nitrogenados, além de testar
duas concentragBes de sacarose.

As médias das caracteristicas avaliadas de massa de
bulbo (g), escala de notas (1 a 4) para aspecto da parte
aérea, massa seca (g) de folha e de bulbo estdo na Tabela 1.

A massa seca de folha foi de baixa discriminacéo
para escolha de meios de cultura. Por outro lado, as
variaveis de maior amplitude de variacéo foram escala de
notas das folhas e biomassa seca de bulbo durante a fase
final de bulbificacéo.

Observou-se (Tabelal) que os meios de cultura com
razao bulbar mais préxima do ideal (<5,0) foram aqueles que
continham ¥2 MS + 60 g L de sacarose e MS completo com
60 g L™ de sacarose, porém ambos sem KNO, e NH,NO,.

E sabido que, reduzindo-se a disponibilidade do
nitrogénio na fase de indugdo e crescimento do bulbo,

pode-se reduzir a producdo de novas folhas, melhorando
posteriormente sua conservacdo durante o processo de
cura (BARKER; MILLS, 1980). As combinacdes de MS e
nitrogénio na concentracdo de 30 g L de sacarose ndo
mostraram efeito significativo no aumento da massa seca
de bulbo e maior senescéncia de folhas.

Para aumento de massa de bulbo, simultaneamente,
com a senescéncia de folhas, durante o processo de
bulbifica¢do in vitro, deve-se aumentar a concentragdo de
sacarose, fornecer nutrientes pelo MS, mas retirar os
compostos nitrogenados. Ressalte-se que a fase de
crescimento de apice é anterior a esse processo de
bulbificacdo e necessita de condices favoraveis de
nutricao.

Yuri et al (2004), com a cultivar nobre Cacador
induziram ,primeiro, o superbrotamento in vitro com a
vernalizacdo prévia dos bulbos (doadores de apices) e
depois transferiu para meio de crescimento dos mesmos.
Com isso, obteve uma taxa de multiplicacdo inferior ao
obtido por Moriconi etal. (1990) e por Illg (1995). Sugere-
se, a partir do presente trabalho, a inducdo de
superbrotamento de plantas in vitro, aumentando-se os

TABELA 1 - Médias das caracteristicas avaliadas: massa de bulbo (g), escala de notas (1 a 4) para necrose e coloracao
da parte aérea (folhas) e massa seca de folha de bulbo (g) em meios de cultura (1 a 10) com variacdo da concentracao
do meio MS, de sacarose e de nitrogénio para a cultivar comercial de alho IAC-Lavinia 1632 (clone 19).

Meios Massa Seca de Escala de Notas das Massa Seca
Folha (g)® Folhas®® Bulbo (g)®
MS + 60 Sac. 0,17bc 2,20bcd 0,73
% MS + 60 Sac. 0,21bc 2,07bcd 0,57ab
MS + 60 Sac. s/N 0,11bc 1,43d 0,40abc
% MS + 60 Sac. s/N 0,09¢c 1,53cd 0,48abc
MS + 30 Sac. 0,40a 3,63a 0,24bcd
% MS + 30 Sac. 0,26ab 2,34bcd 0,30bcd
MS + 30 Sac. s/N 0,11bc 2,54ab 0,23cd
% MS + 30 sac. s/N 0,12bc 2,14bcd 0,27bcd
4gar-agua + 60 sac. 0,11bc 1,32d 0,19cd
4gar-agua + 30 sac. 0,20bc 2,48abc 0,08d

Sac. = sacarose; S/N = sem KNO, e NH,NO,; N° = nimero; MS = MURASHIGE & sk00G (1962). "CV (%) = 6,6; @'CV (%) = 22.2;
®CV (%) = 11,3. @Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey. ®Notas
de folhas: folhas completamente secas (nota 1), somente a base da planta ainda verde (nota 2), planta somente com a ponta das

folhas secas (nota 3) e completamente verdes (nota 4).
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compostos nitrogenados do meio MS e depois a
transferéncia das plantas para meio com alta concentragio
de sacarose para bulbificacéo.

CONCLUSOES

Para crescimento inicial de &pice caulinar e
posterior formacdo de bulbo in vitro, o meio mais
adequado é MS acrescido de 5 uM de BAP. Para aumento
da biomassa de bulbo com a senescéncia de folhas,
durante o processo de bulbificacdo in vitro, deve-se
aumentar a concentracdo de sacarose para 50 g L, e retirar
0S compostos nitrogenados.
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