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Resumo

Sendo o alho uma hortaliga comercialmente propagada de forma vegetativa, hd acGmulo de
agentes causais de doencas importantes, gue sao transmitidos de um ciclo de produgéo a
outro via bulbilho contaminado. Dentre estas estdo as doengas causadas por virus, hoje nao
cobertas pela legislagao de produgao de alho-semente. Uma das formas de se evitar os danos
causados por virus em alho é via a obtengao de plantas sadias e a multiplicagdo em condigbes
que previnam reinfecgdes em niveis que causem degenerescéncia acentuada. Ha uma
demanda do setor produtivo de alho no pais para que se tenha um sistema de produgdo de
alho-semente de melhor qualidade fitossanitdria, notadamente livre de viroses.

No subprojeto “Recuperagédo de plantas livre de virus de gendtipo - elite de alho e sua
multiplicagdo em condicoes fitossanitarias controladas” foram realizadas as seguintes
atividades no projeto: 1- Validagdo da metodologia de termoterapia- para as cultivares Hozan,
com utilizagdo da termoterapia de bulbilhos a seco, que associada a cultura de apices
caulinares, mostrou-se como excelente técnica para produgdo de plantas de alho livres de
virus das referidas cultivares. 2- Em 1999 foram mantidos em casa de vegetagao os estoques
de plantas livres de virus da cultivar Amarante. Também foram mantidos in vitro um estoque
de seguranca de 300 plantas desse material. 3- Também foi validada a metodologia de
recuperacgao de plantas livres de virus para a cultivar Quitéria. Em 2000 desenvolveram-se as
seguintes atividades: 1- Continuagao da validagdo da metodologia de termoterapia - para as
cultivares Hozan, Quitéria € Chonan com utilizagdo da termoterapia de bulbilhos a seco, que
associada a cultura de apices caulinares, mostrou-se uma excelente técnica para producao de
plantas de alho livres de virus das referidas cultivares. Em 2001 desenvolveram-se as
seguintes atividades: a- Foram produzidos in vitro: 86 microbulbos da cultivar Chonan, 102
microbulbos da cultivar Quitéria, 160 microbulbos da cultivar Hozan, 180 microbulbos da
cultivar Cagador, Dos microbulbos produzidos em 2000 e plantados em telado no ano 2001
foram obtidos: 286 bulbos da cultiivar Chonan, 207 bulbos da cultivar Quitéria, 20 bulbos da
cultivar Branco de Mossord Foram também produzidos 100 kg de bulbos da cultivar Amarante
livre de virus {acima de 400.000 bulbilhos }.

No subprojeto “Caracterizagdo Molecular do Complexo Viral do Alho: Desenvolvimento de
Sondas para Deteccao dos Virus do Complexo”, em 2000 tiveram inicio os estudos
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moleculares sobre Allexivirus com a detecgao de plantas originadas do Gama/Embrapa
Hortalicas e de Agua Fria- GO as quais apresentaram resultados soroldgicos positivos. Tais
resultados foram obtidos através do uso de 3 anti-soros monoclonais e 1 policlonal de
Allexivirus oriundos do Japao. Em 2001 foram desenvolvidas sondas nao radioativas para
dois potyvirus e um carlavirus que j4 haviam sido caracterizados no projeto antecessor. No
ambito deste projeto, foram isoiados 4 diferentes espécies de Allexivirus. Destas espécies,
trés foram identificadas com Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV}, Garlic virus C
{GarV-C) e Garlic virus D {GarV-D). A identificagado foi feita pela comparagédo da seqléncia da
capa protéica. Os trabalhos de desenvolvimento de sondas frias para os Allexivirus estavam
em andamento em 31 12 2001, priorizando-se uma sonda geral para o género e,
posteriormente, sondas espécie-especificas.

No subprojeto “Estudo da Degenerescéncia por Viroses na Cultura do Alho em Diversas
Regibdes do Pais” dois experimentos foram conduzidos em 1999 com a cultivar Amarante com
o objetivo de estudar a degenerescéncia na cultura do alho frente a incidéncia do complexo
viral constituido por OYDV, LYSV e GCLV. Os experimentos foram compostos pelos
seguintes tratamentos: plantas livres de virus, plantas expostas ao complexo viral pela 2%, 3%
e 4° vez e material do agricultor {controle}). Foram efetuadas ainda identificagdo e freqUéncia
de espécies de afideos e as taxas de reinfecgao viral natural através de DAS-ELISA. Em
ambos 0s experimentos, observou-se pouca expressividade entre os tratamentos para o
descritor nimero de folhas, sendo esse considerado de pouco valor seletivo, contudo,
diferenca estatistica significativa foi verificada entre os tratamentos para altura de plantas e
produgdo de bulbos. A altura das plantas variou entre 17cm e 70 cm. Em geral os
tratamentos analisados diferiram do controle que mediu, 36,61 cm enquanto que a média dos
demais situou-se em 43,47 cm. Para producgdo de bulbos, todos os tratamentos foram, em
média, 8O % superiores ao controle. Em particular as plantas livres de virus, foram 113,33 %
superiores e as plantas da 4° exposicdo ainda conseguiram superé-lo em 50 %, confirmando
que até essa geragao é viavel a produgado de atho-semente a partir de bulbilhos livre de virus.
Todos os tratamentos produziram mais de 61,75 % dos bulbos classificados nas classes de 4
a 7, enquanto que o controle situou-se em média mais de 63,87 % de 1 a 3. As espécies de
afideos coletadas com maior frequéncia foram Rhopalosiphum spp., Lipaphis sp.,
Geopenphigus sp e Hyperomyzus sp.

Em 2000 foram conduzidos trés ensaios para avaliar a degenerescéncia de alho livre de virus,
cv. Amarante, em condi¢des de campo. Em Agua Fria (GO) e na Embrapa Hortalicas, o ensaio
foi composto de seis tratamentos, a saber: 1, alho livre de virus; 2 a b, alhocom 1, 2, 3 e 4
exposicdes a campo em anos anteriores; 6, alho-semente comercial. Em Buritis (MG} foi
instalado o primeiro ano do experimento, com apenas dois tratamentos: alho livre de virus e
alho-semente comercial. O alho livre de virus produziu significativamente mais que os demais
tratamentos, e o alho-semente comercial produziu significativamente menos que os demais
tratamentos. Tratamentos 2 a 5 nao diferiram entre sim. Entretanto, esta é uma andlise
preliminar. Em Buritis o alho livre de virus apresentou produgdo total significativamente
superior ao controle. Apresentou também nimero de bulbos de classes superiores maior que
o alho-semente comercial. Ao fim do ensaio, o alho livre de virus apresentou 10% de infecg¢do
e o controle 97% de infecgdo. A avaliagao realizada por dot-Elisa é qualitativa. Observa-se,
entretanto, uma reacdc mais fraca nas amostras origindrias de alho livre de virus, indicando
que a concentracédo de virus € menor ou a composicao de espécies que estdo infectando as
plantas é diferente entre os tratamentos.

Em 2001, os ensaios de Brasilia e Buritis foram repetidos. Nos dois ensaios foi acrescentada
mais uma geracao.

12
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Em Buritis, devido a problemas na condugio do pivd central onde o ensaio foi implantado,
houve uma condicao forte de estresse, ocasionando uma baixa produtividade. Entretanto
mesmo sob estas condigbes, as parcelas livres de virus e com uma exposi¢do a campo
apresentaram produtividades em torno de 5,5 t/ha, enquanto o controle apresentou uma
média de 1,8. Foi possivel obter sementes para continuidade do ensaio no ano de 2002.

Foi implantando um ensaio para determinacado da distdncia e direcdo de disseminagédo de virus
no alho, em uma area 1000 m distante de dreas de produgdo de alidceas. O experimento
constituiu-se de uma darea circular de cinco metros de raio (aproximadamente 79 m?),
plantado com bulbilhos de alho com alto nivel de infecgdo por virus (independente de
cultivar), circundada por parcelas de 2 m? distribuidas radialmente em 8 raios a N, NE, L, SE,
S, SO, O e NO. As parcelas distaram 3,5; 5,5; 8,5; 18,5 e 30,0 m do centro da fonte de
in6culo. Néo foi observado efeito de dire¢do. Os indices de infecgé@o observados para cada
raio foram: raio 1: QYDV: 5,0%; LYSV: 3,8%; Polivalente: 6,25%; raio 2: QYDV: 2,5%;
LYSV: O; Polivalente: 2,5%; raio 3: OYDV: Q; LYSV: 0; Polivalente: 0; raio 4: OYDV: O;
LYSV: 0; Polivalente: 0; raio b: OYDV: 0,6%; LYSV: 0,6%; Polivalente: 0,6%. O ensaio sera
repetido em 2002 para confirmacao dos resultados.

Do subprojeto 4 o relatério ndo foi recebido do responsével pelo subprojeto, mesmo apés
duas solicitagdes.

No subprojeto "AgOes de Validacédo e Difusao de Tecnologias em Alho-Semente Livre de
Virus” foram implementadas as seguintes agdes: 1- Em 1999 foram instaladas 2 Unidades de
Observagao , nos seguintes locais; Boninal e Bom Jesus da Lapa- BA, com os seguintes
resultados Boninal - 4rea de 40 m?, com produtividades de 4 t/ha para o material plantado
com alho-semente com duas geracdes de exposicdo em campo em Brasflia vs 2 t / h com
plantio de alho-semente comumente utilizado pelo produtor (contaminado)- parceria EBDA, Ja
para o de Bom Jesus da Lapa os resultados foram, respectivamente, de 3t / hae 1,6t/ ha,
para uma 4rea de 256m?, trabalho realizado em parceria com a CODEVASF. Ainda em 1999
foram instaladas quatro Unidades de Observagdo de alho- cv Amarante livre de virus. Duas
foram instaladas no Municipio de Mirangaba e duas na localidade de Caatinga de Moura,
Municipio de Jacobina. Estiveram participando 22 pequenos produtores rurais dos dois
municipios.

2- No ano de 2000 foram implementadas 5 Unidades de Validagdo, sendo quatro do conceito
de producéo propria de alho- semente, envolvendo produtores de Burutis-MG,
Taquarendi/Miranga, BA, Santa Maria do Jeriba-ES, e Distrito Federal. A dltima UV foi
instalada junto a um produtor de alho no sistema orgénico. O alho livre d virus produziu 140%
mais que o alho produzido a partir de alho-semente contaminado. 3- Em 2001 foram
implementadas uma Unidade de validagdo do conceito de produgédo prépria de alho-semente a
partir de alho-semente livre de virus no Municipio de Taquarendi-BA). Os materiais produzidos
em 2000 foram todos perdidos, segundo os condutores porque foram produzidos fora da
época normal no ano anterior. Os repassados para plantio na primeira exposi¢cao fora do
telado produziram, a partir de 3.000 bulbilhos, 14 kg de bulbos curados, que serdo utilizados
na continuagdo dos trabalhos em 2002. Outra Unidade foi instalada no Municipio de Agua
Linda, GO, junto a um produtor tradicional de alho-consumo, mas os dados nao foram
recuperados para o presente relatério. O subprojeto ficou aqguém das expectativas iniciais,
pois muitas dificuldades foram encontradas no estabelecimento de parcerias tanto com
instituicdes governamentais {estaduais e municipais) como com produtores privados.
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Vigéncia

e 2 de janeiro de 1999 a 31 de dezembro de 2001.

Resultados, conclusdes e recomendacdes

Subprojeto Recuperacdo de Plantas Livres de Virus de Gendtipo - Elite de Alho e sua
Multiplicacdo em Condicdes Fitossanitarias Controladas

Os resultados obtidos em 1999 foram:

cao da metodologia de termoterapia - para as cultivares Chonan e Quitéria, com

4o da termoterapia de bulbilhos a seco, que associada a cultura de apices caulinares,
bstrou-se uma excelente técnica para producao de plantas de alho livres de virus das
referidas cultivares. Aproximadamente, 2850 bulbilhos foram colocados em bandejas, sem
u20 de substrato, e o conjunto foi mantido, respectivamente, a temperaturas de 37°C por um
periodo de 35 e 40 dias. Em adigao, de janeiro a dezembro de 1999 foram produzidos
«madamente 12.000 bulbos em condigbes controladas {casa de vegetagao e telados),
vres de virus, das plantas produzidas em 1998.

~s recomendacoes do subprojeto foram:

O processo de termoterapia a seco dos bulbilhos (i.e., deixar por 35 dias os bulbilhos
debulhados de alho a temperatura de 35 © C) pode ser recomendado para o processo de
recuperacgao de plantas livres de virus.

20 meio de cultura seguinte demonstrou ser adequado para uso no processo de obtengao de
vre de virus: Sais minerais MS, 3% de sacarose, 0,2% de gelrite, e em mg/l: i-inositol,
tnamina.HCl, 1,0; piridoxina.HCI, 0,5; 4cido nicotinico, 0,5; glicina, 2,0; AlA, 0,1 e CIN

mistura organica de White; 3- Para a micropropagacao rapida de alho foi otimizado um

210, como segue : meio basico (Sais minerais MS, 3% de sacarose, 0,2% de gelrite, e em

2 I -inositol, 100; tiamina.HCI, 1,0; piridoxina.HCI, 0,5; acido nicotinico, 0,5; glicina, 2,0;

1 e CIN 0,1. mistura organica de White}, suplementado com 0,2 mg/l de 2ip e 0,1 mg/I

Neste meio, além dos bulbilhos produzidos serem mais uniformes, ocorreu menor

oroducio de calo. Como nao foi possivel obter-se bulbilhos da cultivar Jonas com identidade

genética “--mprovada e a cultivar Hassan foi substituida pela Chonan no ano de 1999, decidiu-

a 0 b

y O

Us resultados obtidos em 2000 foram:
J/ahdacao da metodologia de termoterapia - para as cultivares Hozan, com utilizagao da
termoterapia de bulbilhos a seco, que associada a cultura de dpices caulinares, mostrou-se uma
excelente técnica para producdo de plantas de alho livres de virus das referidas cultivares.
roximadamente, 2300 bulbilhos foram colocados em bandejas, sem uso de substrato, e o
njunto foi mantido, respectivamente, a temperaturas de 37°C por um periodo de 35 e 40
dias. Foram produzidos 150 bulbos. Em adigéo, de janeiro a dezembro de 2000 foram
produzidas aproximadamente 410.000 bulbilhos da cultivar Amarante em condigoes
"or“roladas (casa de vegetagao e telados], livres de virus, das plantas produzidas em 1999.
Para a cv Chonan foram produzidos 129 bulbos e 272 bulbos da cultivar Quitéria, além de 150
microbulbilhos da cultivar Hozan.

Os resultados obtidos em 2001 foram:

14
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1. Foram produzidas "in vitro" as seguintes quantidades: 86 microbulbos da cultivar Chonan;
102 microbulbos da cultivar Quitéria; 160 microbulbos da cultivar Hozan; 180
microbulbos da cultivar Cagador;

2. Dos microbulbos produzidos em 2000 e plantados em telado no ano de 2001, foram
obtidos: 286 bulbos da cultivar Chonan; 207 bulbos da cultivar Quitéria e 20 bulbos da
cultivar Branco de Mossor6;

3. Foram também produzidos 100 kg de bulbos da cultivar Amarante, o quwe corresponde a
mais de 400.000 bulbilhos.

Subprojeto Caracterizacdo Molecular do Complexo Viral do Alho: Desenvolvimento de
Sondas para Deteccdo dos Virus do Complexo

Em 1999 foram realizadas as seguintes atividades:

1- Caracterizagao final dos genes da capa protéica do OYDV, LYSV e GCLV:

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidos revelou que ocorre alta homologia
entre os isolados de OYDV-G e LYSV estudados e outros isolados dos mesmos virus,
cepositados em banco de dados. As maiores homologias de aminoéacidos deduzidos foram

99 2% & 88,6%, para o OYDV-G e LYSV, respectivamente (tabela 3.1).0 alinhamento da
seqguéncia de aminodcidos deduzidos, do isolado de GCLV estudado com outros isolados do
mesma virus, revelou que ocorre alta homologia (94,5%) entre este isolado e outro de GCLV
‘tabela 3.1). Estes resultados confirmam aqueles obtidos através de comparagdes de
nucleotideos. Ocorreu também a producgao de primers e sondas especificas para esses virus.
O trabalho vem confirmar, de forma precisa e detalhada, através da utilizacdo de PCR,
seguenciamento de nucleotideos e emprego de sondas moleculares, que a cultura do alho
encontra-se infectada por um complexo viral, de pelo menos trés virus, dois Potyvirus, OYDV-G
e LYSV, e um Carlavirus, GCLV.

Houve também a produgado de antissoros e ajustes para execugdo de teste ISEM (ver protocolo
1, no anexo).

Foram feitas inoculagdo mecéanica, inoculagédo por afideos e deteccao de allexvirus.

As inoculacoes efetuadas do alho supostamente infectado com potyvirus e carlavirus em
C.guinoa e C. amaranticolor apresentaram-se lesdes locais tipicas e estas foram inoculadas
em vérias plantas como A. fistulosum, Cebhola IPA-3, alho porrd e cebola Conquista. Estas
foram testadas por Dot-ELISA, para averiguar quais reagiriam com os controles OYDV, LYSV,
SLV. SYSV, GV-A, GV-B, GV-C, GV-D e OMblV-Wakegi isolate, e dentre estes apenas o
Garlic virus C foi isolado, o mite-borne virus. Portanto, esse novo virus pertencente a grupo
dos allexvirus foi encontrado pela primeira vez no Brasil.

No ano de 2000 tiveram inicio os estudos moleculares sobre Allexivirus com a deteccado de
plantas originadas do Gama/CNPH e de Agua Fria-GO as quais apresentaram resultados
sorologicos positivos. Tais resultados foram obtidos através do uso de 3 anti-soros
monoclonais e 1 policlonal de Allexivirus oriundos do Japao. Apds a deteccdo, foi realizada
extracao de RNA, com uso do tampao isocianato de guanidina, das possiveis espécies de
virus denominadas de GarV-A, GarV-B, GarV-C e GarV-D. Como passo seguinte foram
realizadas reagGes de RT-PCR para construgdo de ¢cDNA através do uso de primers
previamente desenhados com base em sequéncias obtidas via internet dos isolados
japoneses. Posteriormente foram obtidos clones com uso de células competentes de
Escherichia coli e ligagao dos respectivos insertos em plasmideos de pGen-T Vector. De inicio
dois isolados de 762 pb supostamente de GarV-A foram encaminhados a UFV cujos
resultados revelaram apresentar 96,6 % de homologia de aminoéacido e nucleotideo com
Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV), um virus ja classificado e s6 detectado até o
momento na Argentina e em vias de publicacdo, porém, antes do seqilenciamento ja sugeria
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ser diferente do que fora isolado no Japdo uma vez que a enzima Hind lll ndo corta o isolado
japonés ao meio e isso foi fato ocorrido com nosso suposto GarV-A. A extracdo obtida de
outra planta revelou reacéo sorolégica negativa com os anti-soros de GarV-A, GarV-B e GarV-
C. Tal isolado s6 reagiu positivamente com o anti-soro policlonal misto de Allexivirus, e isso
sugere ser este isolado de alguma espécies diferentes dos trés primeiros a qual poderd ser o
préprio GarV-D ou algo diferente desse.

Em 2001, foram encaminhados ao Instituto Biolégico para seqlienciamento clones de GarV-C
e GarV-D. Nosso possivel GarV-C (781 pb) revelou 95 % de similaridade de aminoéacido e
92,3 % de nucleotideo com o GarV-C japonés e nosso GarV-D (753 pb) revelou 92,6 % de
homologia de nucleotideo e 96,8 % de aminodcido com o GarV-D japonés.

Clones de GarV-B foram encaminhados a UnB para seqlienciamento como também uma banda
de aproximadamente 400 pb obtida com um par de primer universal desenhado para detectar
todos os Allexivirus de alho.

Os clones de GarV-B deram resultados negativos devendo o trabalho continuar ao final do
segundo semestre de 2001.

A banda de aproximadamente 400 pb é na verdade de 459 pb e apresenta: 90% de
homologia com GarV-C, 71% co GarV-A, 72% com GarV-B, 73% com GarV-D, 74% com
Shallot virus X e 76% com GarVMbFV.

Em 2001, foram seqlenciados os genes completos da capa protéica de duas espécies de

Allexivirus:

1- Garlic virus C, com 781 pb, apresentando 92,3% de similaridade de nucleotideos e 95%
de similaridade de aminoécidos com o GarV-C japonés encontrado no GenBank.

2- Garlic virus D, com 753 pb, apresentando 92,6% de similaridade de nucleotideos e 96,8%
de similaridade de aminodcidos com o GarV-D japonés enconirado no GenBank.

3- Obtencéo e seqlienciamento de uma banda de 459 pb que revelou homologia de 95 %
com GarV-C

Com os dados de seqliéncia, os trabalhos de desenvolvimento de sondas para Allexivirus serao
iniciados no dmbito do projeto 05.2002.001, que se iniciou em janeiro de 2002.

Subprojeto Estudo da Degenerescéncia por Viroses na Cultura do Alho em Diversas
Regides do Pais

Em 1999 foram conduzidos dois experimentos com a cultivar Amarante com o objetivo de
estudar a degenerescéncia na cultura do alho frente a incidéncia do complexo viral
constituido por OYDV, LYSV e GCLV. Os experimentos foram compostos pelos seguintes
tratamentos: plantas livres de virus, plantas expostas ao complexo viral pela 2%, 3° e 4" vez e
material do agricultor {controle). O delineamento utilizado foi em blocos ao caso com seis
repeticOes. Foram avaliados os seguintes descritores aos 90 dias apos o plantio: altura de
plantas, nimero de folhas, peso e classificacdo de bulbos. Foram efetuadas ainda
identificacdo e frequéncia de espécies de afideos e as taxas de reinfeccdo viral natural
através de DAS-ELISA. Em ambos experimentos, observou-se pouca expressividade entre os
tratamentos para o descritor nimero de folhas, sendo esse considerado de pouco valor
seletivo, contudo, diferenga estatistica significativa foi verificada entre os tratamentos para
altura de plantas e producao de bulbos. A altura das plantas variou entre 17cm e 70 cm. Em
geral os tratamentos analisados diferiram do controle que mediu, 36,61 cm enquanto gque a
meédia dos demais situou-se em 43,47 cm. Para producdo de bulbos, todos os tratamentos
foram, em média, 80 % superiores ao controle. Em particular as plantas livres de virus, foram
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113,33 % superiores e as plantas da 4° exposigao ainda conseguiram superd-lo em 50 %,
confirmando que até essa geracgdo é vidvel a producdo de alho-semente & partir de bulbilhos
livre de virus. Todos os tratamentos produziram mais de 61,75 % dos bulbos classificados
nas classes de 4 a 7, enguanto que o controle situou-se em média mais de 63,87 % de 1 a
3. As espécies de afideos coletadas com maior frequéncia foram Rhopalosiphum spp.,
Lipaphis sp., Geopenphigus sp e Hyperomyzus sp. A taxa de reinfeccdo viral mostrou um
acréscimo médio de X % da 17 para a 4° exposi¢do, que situou-se ainda em Y % a menos
gue o controle.

Em 2000 foram conduzidos trés ensaios para avaliar a degenerescéncia de alho livre de virus,
cv. Amarante, em condigbes de campo. Em Agua Fria (GO) e na Embrapa Hortaligas, o ensaio
foi composto de seis tratamentos, a saber: 1, alho livre de virus; 2 a 5, alhocom 1, 2, 3 e 4
exposicoes a campo em anos anteriores; 6, alho semente comercial. Em Buritis (MG) foi
instalado o primeiro anc do experimento, com apenas dois tratamentos: alho livre de virus e
alho-semente comercial.

Agua Fria e Embrapa Hortaligas: Foi avaliada a producéo total. O alho livre de virus produziu
significativamente mais que os demais tratamentos, e o alho-semente comercial produziu
significativamente menos que os demais tratamentos. Tratamentos 2 a 5 nao diferiram entre
sim. Entretanto, esta é uma andlise preliminar. Uma andlise de regressdo com alho colhido e
classificado estd em andamento. Andlise de infeccao estda em andamento, sendo executada
por um estudante de doutorado da Universidade de Brasilia.

Buritis: O alho livre de virus apresentou producgao total significativamente superior ao
controle. Apresentou também ndmero de bulbos de classes superiores maior que o alho-
semente comercial. Ao fim do ensaio, o alho livre de virus apresentou 10% de infecgdo e o
conirole 97% de infecgfo. A avaliacdo realizada por dot-Elisa é qualitativa. Observa-se,
entretanto, uma reagdo mais fraca nas amostras origindrias de alho livre de virus, indicando
que a concentracdo de virus € menor ou a composicao de espécies que estdo infectando as
plantas é diferente entre os tratamentos.

Em 2001, os ensaios de Brasilia e Buritis foram repetidos. Nos dois ensaios foi acrescentada
mais uma geragdo.

Em Buritis, devido a problemas na condugao do pivd central onde o ensaio foi implantado,
houve uma condicdo forte de estresse, ocasionando uma baixa produtividade. Entretanto
mesmo sob estas condi¢cdes, as parcelas livres de virus e com uma exposi¢do a campo
apresentaram produtividades em torno de 5,5 t/ha, enquanto o controle apresentou uma

Diregho
deovenio —_—
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média de 1,8. Foi possivel obter sementes para continuidade do ensaio no ano de 2002,

Foi implantado um ensaio para determinagao da distancia e direcdo de disseminacao de virus
no alho, em uma area 1000 m distante de dreas de producgao de alidceas. O objetivo do
ensaio foi verificar:

gual a distancia que diferentes virus se disseminam a partir da fonte de in6culo;

qual o efeito da diregdo predominante do vento na degenerescéncia do alho-semente;

gquais espécies de virus sao preferencialmente transmitidas em condigdes de campo.

O experimento constituiu-se de uma drea circular de cinco metros de raio (aproximadamente
79 m?), plantado com bulbilhos de alho com alto nivel de infecgdo por virus {independente de
cultivar), circundada por parcelas de 2 m? distribuidas radialmente em 8 raios a N, NE, L, SE,
S, S0, 0 e NO. As parcelas distaram 3,5; 5,5; 8,5; 18,6 e 30,0 m do centro da fonte de
in6culo.

O experimento foi conduzido sem pulverizagdes e toda drea foi mantida livre de plantas
daninhas ao longo do experimento. O experimento foi conduzido por cerca de 150 dias (ciclo
médio da cultura). Ao final do periodo, as parcelas foram colhidas individualmente. Os bulbos
produzidos foram amostrados ao acaso, 10% (20 bulbos/parcela), e foram indexados por
Dotblot-Elisa utilizando-se anti-soros policlonais especificos para os virus OYDV, LYSV, e anti-
soro polivalente para o complexo viral do alho. Nao foi observado efeito de direcdo. Os
indices de infecgdo observados para cada raio foram: raio 1: OYDV: 5,0%; LYSV: 3,8%;
Polivalente: 6,25%; raio 2: OYDV: 2,5%; LYSV: O; Polivalente: 2,5%; raio 3: OYDV: O;
LYSV: O; Polivalente: O; raic 4: OYDV: O; LYSV: O; Polivalente: O;raio 5: OYDV: 0,6%; LYSV:
0,6%; Polivalente: 0,6%.

O ensaio serd repetido em 2002 para confirmagao dos resultados. Entretanto pode-se obter
um forte indicativo de que a distdncia predominante de disseminagdo é menor que 5 m e que
a distribuicdo espacial dos virus que infectam o alho, predominantemente virus de
transmissao com relacdo do tipo nao persistente, acompanham o padrdo comum a potyvirus,
que se concentram em um curto raio da fonte de indculo. Isso abre uma perspectiva de
localizacao de dreas de producao de sementes dentro de propriedades onde o alho é cultivado
comercialmente, apenas com um isolamento adequado.

Foi implantado no meio de um campo de alho de 2 ha um ensaio para acompanhar o
desenvolvimento da epidemia de virus em alho. Foram plantadas cinco parcelas de 2 m” de
alho livre de virus, com 200 plantas por parcela. Destas, 20 foram marcadas e,
semanalmente, uma amostra da folha expandida mais nova foi coletada e levada ao
laboratério para ser testada por dot-Elisa com anti-soro polivalente e contra OYDV. Uma
armadilha de bandeja verde com agua foi colocada no meio do ensaio e os afideos nela
capturados foram contados semanalmente.

Ha um indicativo de que o OYDV é prevalente. Entretanto, o experimento serd repetido em

outra oportunidade para confirmacao dos resultados, desta vez utilizando outros anti-soros
virus especificos.
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Subprojeto Limpeza de Virus e Estudo da Degenerescéncia de Alho-Semente no
Estado de Séo Paulo

= abrl de 1999 foram enviados mais de 420 bulbilhos de alho-semente livre de virus da ¢
Am 'aﬂte para a instalacdo de experimento em Sao Paulo. No experimento implementado n
S5AL0 em 1999, para avaliacdo agrondmica do material, 0 peso médio de bulbos das class:
comercials superiores do alho produzido a partir de alho-semente livre de virus foi duas veze
maor gue o alho infectado (dados apresentados em resumo de congresso em 2000).

Todavia, o lider ndo recebeu retorno de relatério com os resultados das atividades ali
mplementadas.

(m
i

0 o relatério tamhém néao foi recebido do responsavel pelo subprojeto.
=ve-se frisar gque em nenhum momento o l{der foi avisado dos montantes de recursos e as
as de repasse dos mesmos ao IAC, Instituigdo onde estava lotado o responsével pelo
suboroeto. Portanto, a falta de relatérios pode ter sido relacionado a problemas de falta de
recursos, montantes menores e/ou época de liberagdo dos mesmos. Verbalmente, o
responsavel informou que os recursos para 99 haviam chegado no final do ano, em valores
bastante menores do gque o necessario para fazer frente as despesas do subprojeto.

{'1 ¥

s J lt"

Subprojeto Acdes de Validacédo e Difusédo de Tecnologias em Alho-Semente Livre de
Virus

Metas originais versus realizadas do subprojeto:

As metas originais e os resultados obtidos foram:

1- instalacdo de 7 Unidades de Observagdo ou de Validagido ou de Demonstragéo de
tecnologia em condigOes reais de produga@o por ano, com metodologia de produgédo de alho-
consumo a partir de alho-semente livre de virus;

periodo: margo a dezembro de 1999, 2000, 2001:
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Em 1999 foram instaladas 2 Unidades de Observagao, nos seguintes locais; Boninal e Bom
Jesus da Lapa- BA, com os seguintes resultados Boninal - drea de 40 m?, com produtividades
de 4 t/ha para o material plantado com alho-semente com duas geracdes de exposi¢do em
campo em Brasilia vs 2 t / h com plantio de alho-semente comumente utilizado pelo produtor
(contaminado)- parceria EBDA, Ja para o de Bom Jesus da Lapa os resultados foram,
respectivamente, de 3t / ha e 1,5 t / ha , para uma area de 25m?, trabalho realizado em
parceria com a CODEVASF.

Ainda em 1999 foram instaladas quatro Unidades de Observacao de alho- cv Amarante livre
de virus. Duas foram instaladas no Municipio de Mirangaba e duas na localidade de Caatinga
de Moura, Municipio de Jacobina. Estiveram participandc 22 pequenos produtores rurais dos
dois municipios.

Em 2000 foram instaladas Unidades de validagdo nos seguintes locais e resultados obtidos:
1- Buritis, MG- Fazenda Campininha, propriedade do Dr. Nicolau Ayoagui

Foi implementada uma Unidade de Validagdo com alho-semente livre de virus, comparando-se
com o alho- semente utilizado por produtores, contaminado. F oram plantados 10 blocos com
4 m” de alho, cultivar Amarante livre de virus e 10 blocos semelhantes com alho-semente
normalmente utilizado por produtores, para comparagdo da produgdo. Area plantada —80 m2.
Resultados: parcelas alho-semente livre de virus - 24,45 kg, parcelas com alho-semente
similar ao utilizado pelos produtores- 10,51 kg. Incremento de 132,6 % sobre o alho comum
utilizado pelo produtor.

Comentarios Gerais:

O responsavel pela lavoura, Sr. Jair Roberto Grenzel. demonstrou incredulidade quando da
implantagdo da unidade de observacao, pois achou os bulbilhos do material livre de virus
muito pequenos. Entretanto, ao fim do ensaio e ap6s a andlise, ele ficou extremamente
animado com a perspectiva de obtencdo de alho-semente livre de virus de cultivares nobres
como 'Cagador' e "Quitéria’.

Além do peso total de bulbos ter sido maior, o numero e peso de bulbos nas classes 4 a 7 foi
maior no material produzido a partir de alho livre de virus.

2- Agéncia Rural- GO

Fez-se tentativa de se celebrar um Acordo de cooperagao técnica com a Agéncia Rural visando
a instalagdo de UVs do conceito de producao de alho-semente prépria pelos produtores a partir
de alho-semente livre de virus, em Goias. Propds-se um Plano de Trabalho, que foi enviado
completo a chefia em 6 de maio de 2000 para que tomasse as providéncias cabiveis.
Posteriormente, foi elaborada uma minuta de contrato de cooperacao técnica, que foi enviada a
Diretoria Técnica da Agéncia Rural, em 6 de junho. Posteriormente, no dia 8 de junho recebeu-
se de volta a minuta sem ajustes, sem sugestdes de mudancas, e sem sinalizagdo de aceitagao
dos termos do contrato apresentado, e portanto, o contrato ndo foi assinado entre as partes.
Infelizmente pelo menos 4 UVs com a validacdo do conceito de producdo de alho-semente
pelos préprios produtores poderiam ter sido implementadas junto a aquela instituigéo.

3- EBDA

Foi implementada uma UV do conceito de producgao de alho-semente livre de virus da cv
Amarante junto a um produtor na regido de Taquarendi/Mirangaba, Regional de Jacobina da
EBDA. Foram produzidos 3,8 kg de alho-semente dentro do telado e 16 kg fora do telado
{primeira multiplicagao de alho-semente fora do telado). As quantidades de alho-semente
plantadas originalmente foram: dentro do telado - 1.800 bulbilhos e fora do telado - 4.000
bulbilhos livres de virus. As informagdes sobre os bulbilhos ser@o enviadas apés a debulha

20



Desenvolvimento de Tecnologia de Produgdo de Alho-Semente Livre de Virus — Fase |l. Relatério final do projeto 05.1999.025

para o proximo plantio. Em 2002 informou-se que os bulbilhos apresentavam-se com baixo
poder de brotamento {apenas de 5%).

4- EMCAPER-ES

Foi elaborado um plano de trabalho para implementagdao com a EMCAPER, e negociado em
margo de 2000. Por ele, foi instalada uma UV do conceito de producao propria de alho-
semente na propriedade do Sr. Levi Espindula, da localidade de Garrafdo, municipio de Santa
Maria do Jetiba-ES. Infelizmente o alho-semente plantado foi perdido, com baixa porcentagem
de bulbificagao no geral.

5- Prefeitura Municipal de Santa Maria do Jetiba-ES

Tentou-se estabelecer uma parceria com a Prefeitura Municipal daguele Municipio, importante
produtor de alho do Estado do Espirito Santo. Elaborou-se o plano de trabalho detalthado,
incluindo-se uma planta baixa para a construcao de um telado municipal para multiplicagao de
alho-semente livre de virus a partir do alho obtida na Embrapa Hortaligas. Infelizmente, as
negociagdes demoraram demais, passou-se o periodo de plantio de alho na regido, a
ENCAPER recomendou & prefeitura que a atividade deveria ficar para 0 proximo ano. Apoés a
nova eleicao municipal que ocorreu em 2000, os contatos ndo foram mais mantidos com o
Secretéario de Agricultura do Municipio, pois 0 Secretdrio anterior havia deixado a nova
administracéo.

6- EMATER-DF

Conjuntamente com a Unidade de Articulagcao Pesquisa Extensdo-UEPE, da EMATER-DF, e
com a participacao do Dr. Romério José de Andrade, foi implementada uma UV do conceito
de producdo de alho-semente propria em sistema organico de producao de alho. O produtor
cooperante foi 0 Engo. Agro. Joe Carlo V. Valle, com extensa experiéncia em agricultura
orgénica no DF. Foram plantados 1.800 bulbilhos dentro de telado e 4.000 bulbilhos fora do
telado (primeira multiplicagdo em campo} totalmente em sistema orgéanico de produgao.

As produgoes nao foram recuperadas até a elaboragdo do relatério , apesar dos pedidos e da
insisténcia do escritdrio de articulacado da EMATER na Embrapa Hortaligas.

7- Buritis, MG- Fazenda Celeste, propriedade do Dr. Nicolau Ayoagui

Em 2000 foi implantada uma Unidade de Validagao do conceito de produgao prépria de alho-
semente livre de virus com isolamento no espag¢o. O objetivo era comparar a importancia da
distancia de fontes de in6culo para isolamento de campos de producao de alho-semente livre
de virus. A drea total compreendia 78,5 ha. Os resultados obtidos nao foram animadores,
pois apesar dos esforgos de irrigacdo com uso de tratores e carretas, e outros cuidados por
parte do nosso cooperador e membro da equipe técnica do projeto, as parcelas plantadas nao
apresentaram brotamento dos bulbilhos plantados. Pela uniformidade do problema de nao-
brotacdo, o problema pode ter sido causado por algum efeito residual de herbicida utilizado na
cultura anterior- soja.

Em 2001 foram implementadas as seguintes Unidades de Validagdo do conceito de producao
propria de alho-semente e resultados obtidos:

1- EBDA

Os 5.400 bulbilhos obtidos dentro do telado {aproximadamente 5 kg de bulbos}) em 2000
foram novamente plantados dentro e foras do telado, para completar o primeiro ciclo de
multiplicacao fora do telado. Segundo os condutores (Unidade de Execugao de
Taquarendi/Miranga), os bulbilhos produzidos ndo apresentaram uma brotagao satisfatoria
{apenas 5%), que eles atribuiram a baixa qualidade dos bulbilhos produzidos no cilco anterior
por eles terem tido um ciclo anormal, devido ao plantio tardio em 2000. Posteriormente todo
o material produzido foi perdido.
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Ainda em 2001, foram repassados 3.000 bulbos livres de virus para plantio fora do telado. O
plantio ocorreu em 31 de maio e a colheita em 10 de setembro. Foram colhidos
aproximadamente 14 kg de bulbos curados, que foram armazenados para a continuidade dos
trabalhos na safra de 2002.

2- Unidade de Validagdo do conceito de producado prépria de alho a partir de alho-semente
livre de virus, propriedade do Sr. Edson Norio Tanabe.

Foi elaborado o Plano de Trabalho e repassados os bulbithos de alho-semente livre de virus da

cv Amarante, e elaborado um convénio de Cooperacédo Técnica.

Infelizmente, o Sr. Edson Tanabe ndo mais manteve contato com a Embrapa Hortalicas, e
nem o Sr. Péricles, estudante de pds-graduagao da UNB/ Embrapa, que mantinha
experimentos de sua tese na propriedade do Sr. Tanabe, com alho-semente livre de virus, nado
mais conseguiu localizar o Sr. Tanabe, que se mudou de Brasilia. Portanto, os dados podem
ser considerados como perdidos para este relatorio.

3- Instalacao de trés unidades piloto de muitiplicacao de alho-semente livre de virus em
condigbes fitossanitarias controladas, junto a comunidades de pequenos produtores de alho-
consumo, periodo de abril de 1999 a dezembro de 2001:

Foi instalada uma Unidade junto a um produtor de alho de Damoléndia- GO. O produtor
obteve bulbos nos telados e demonstrou interesse nas multiplicagdes posteriores.

Metas programadas e alcancadas
As metas programadas versus as obtidas nos trés anos do projeto foram:

Produgédo de antisoro policlonal de OYDV, LYSV e GCLV para uso em controle de qualidade
na producdo, para uso na técnica de ELISA; dezembro 1999.

Resultado - Foi obtido um antisoro especifico para OYDV. Foi abtido também um novo
antisoro policlonal polivalente . Meta executada em mais de 33%. Os demais antisoros nao
foram obtidos.

Identificagao de virus e seqlienciamento de genoma viral de no minimo dois virus novos em
alho; dezembro de 2000.
Resultado - Meta alcangada.

Caracterizar molecularmente pelo menos dois virus que ocorram no estado de Séo Pauio -
dezembro de 1999.

Resultado - Nao executado. Recursos financeiros da Embrapa ndo foram repassados em
valores necessarios e a tempo adequado para esta atividade;

Produgdo de sondas ndo radioativas para deteccdo de dois novos virus adicionais em alho;
dezembro de 2000.

Resultado - Meta parcialmente alcancada. Foram desenvolvidas sondas nao radioativas para
dois potyvirus e um carlavirus que haviam sido caracterizados em projeto anterior.

Adaptar pelo menos uma técnica molecular de diagnéstico de viroses em alho, dezembro de

2000.
Resultado - Meta alcancada.
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Determinacao da taxa de reinfecgao em alho-semente livre de virus e o efeito na producao e
qualidade (tamanho) do alho-consumo, em trés locais, dezembro 1999, 2000 e 2001,
Resultado - Meta alcancada- executado;

Obtengao de estoques iniciais de alho-semente livre de virus, minimo de 40 plantas por
cultivar para as cvs Jonas, Quitéria e Hossan, dezembro de 1999,

Resultado - Meta nao alcancada. Demorou-se mais do que o esperado na obtengdo dos
materiais iniciais.

Aumento do estoque de plantas livres de virus da cv Cagador, com recuperagdo de no minimo
300 plantas livres de virus, anualmente, no periodo de 1999 a 2001.

Resultado - Meta nao alcancada. Plantas existentes de Cacador foram perdidas na cdmara-fria
da Embrapa Hortaligas, por ndo bulbificarem, possivelmente por faita de estimulo por frio.
Foram também perdidas as plantas enviadas a E.N Canoinhas.

Aumento do estoque de plantas livres de virus das cvs Jonas, Hossan e Quitéria, com
obtengdo de no minimo 100 plantas anuais livres de virus, no periodo de 2000 a 2001.
Resultado - Meta parcialmente alcangada em 88 %. Executado para Hozan, Chonan e Quitéria
- foram obtidas em 2001 " in vitro” 86 microbulbos da cultivar Chonan, 102 microbulbos da
cultivar Quitéria, 160 microbulbos da cultivar Hozan e 180 microbulbos da cultivar Cacador.

Obtengdo de no minimo 1.700 bulbos livres de virus de cada cultivar {Jonas, Hossan e

Quitéria) até o final do projeto, sendo por ano:

e 1999- 40 por cultivar;

e 2000- 340 por cultivar - Obtidas aproximadamente 800 para Hozan, 129 plantas da cv.
Chonan e 272 da cv Quitéria.

e 2001- 1.700 por cultivar - Foram obtidos: 286 bulbos da cultivar Chonan, 207 bulbos da
cultivar Quitéria e 20 bulbos da cultivar Branco de Mossoré

Resultado - Meta parcialmente alcangada. Demorou-se no processo de erradicacao de

patégenos via cultura de épices caulinares.

Obtencao de no minimo 26.300 hulbos livres de virus da cultivar Cagador até o final do
projeto, sendo por ano:

e 1999-1.000;

e 2000-5.300- os bulbilhos iniciais de Cagador foram perdidos como indicado acima;

e 2001-26.300;

Resultado - Meta nao alcancada. Houve perda dos bulbilhos de alho livres de virus.

Obtengdo de no minimo 400.000 bulbos livres de virus da cultivar Amarante até o final do

projeto, sendo por ano:

e 1999- 80.000- meta ultrapassada;

s 2000- 160.000- meta ultrapassada — aproximadamente 410.000 bulbilhos produzidos.;

e 2001- 160.000- meta ultrapassada- aproximadamente 400.000 bulbilhos foram
produzidos;

Resultado - Meta ultrapassada, duas vezes e meia o programado em 2000 e 2001.

Elaboragdo de 6 trabalhos cientificos completos para submisséao a revistas indexadas, sendo 2
em dezembro de 2000 e 4 em dezembro de 2001.

Resultado - Meta alcangada em 50%. Publicagdo de um trabalho e submisséo de outro e
publicagdo de um livro. Alguns trabalhos cientificos ainda aguardam publicacdo ou estdo em
fase de elaboragdo pela equipe.
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Publicagdo de 5 Pesquisas em Andamento, sendo uma até outubro de 1999, duas até
novembro de 2000 e duas até novembro de 2001.

Resultados - Meta ndo alcangada- ndc executadas. A equipe considerou gue outras
publicagcdes eram mais importantes.

Apresentacdo de um total de 8 resumos em congressos de sociedades cientificas, sendo dois
até agosto de 1999, dois até agosto de 2000 e quatro até agosto de 2001.

Resultados - Meta ultrapassada. Foram apresentados 4 trabalhos em 2000. Foi apresentado
01 poster sobre Recuperacao de plantas livres de virus de alho, na Biolatina 2000, realizada
em Buenos Aires em junho de 2000. Em 2001 foram apresentados 4 trabalhos cientificos
(resumos e posters) em congresso de sociedade cientifica.

Andlise econdmica das tecnologias de recuperacédo de plantas livres de virus via cultura de
apices caulinares e multiplicagdao em condigoes fitossanitérias controladas, dezembro de
2000.

Resultados - Meta ndo alcangada. Nao foi executado no projeto. A equipe considerou que hé
pouco espago para uma empresa entrar no negocio de erradicagdo de virus em alho, dai a
pouca valia da anédlise de custos do processo.

Instalacé@o de trés unidades piloto de multiplicagdo de alho-semente livre de virus em
condicOes fitossanitarias controladas, junto a comunidades de pequenos produtores de alho-
consumo, periodo de abril de 1999 a dezembro de 2001.

Resultados - Meta alcangada em 67 %. Foram instaladas duas- uma em Jacobina- BA e outra
no DF;

Instalacdo de 25 unidades de validacdo de tecnologia ou de demonstragdo em condicbes reais
de produgdo, sendo sete por ano, com metodologia de produgdo ou uso dos kits de
indexacdo, ou com producdo de alho-consumo a partir de alho-semente livre de virus.
Resultados - Meta alcangada em 44 %. Em 1999 foram instaladas quatro unidades de
observacdo; em 2000 foram instaladas cinco UVs e em 2001 foram instaladas duas UVs. As
dificuldades encontradas no estabelecimento de parcerias foram bastante acima do esperado
inicialmente.

Realizar pelo menos trés dias de campo, com a apresentacdo de informagoes relativas ao uso
da tecnologia de alho-semente livre de virus.

Resultados - Meta realizada em 33%. Foi realizado um pela EBDA em 1999, com a presenca
de 22 produtores. Dificuldades no estabelecimento de parcerias.

Potencial de uso dos resultados obtidos

Os produtos obtidos e potenciais de uso dos mesmos seguem:

Antissoros produzidos — Serdo Uteis na detecgdo de virus em trabalhos de controle de
gualidade no processo de producgdo de alho-semente, na avaliacdo de introducao de materiais,
em atividades de pesquisa etc.

Sondas produzidas - idem.

Informagdes cientificas - serdo Uteis na implementacio de projetos similares e no avanco do
conhecimento cientifico no tema.
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Material livre de virus - servirdo como material de propagacéo inicial para a obtencéo de alho-
semente a partir de material livre de virus e a implementacédo do conceito de produgao de
alho-semente prépria a partir de alho-semente livre de virus.

Difusdo de tecnologias, processos, produtos,
servicos e conhecimentos e validacdo de
resultados

- Palestra sobre Recuperagao de plantas livres de virus no curso internacional de “Sistemas de
Micropropagacdo de Plantas”, patrocinado pelo CBAB, realizado no [PA em Recifs, PE, no
periodo de 10 a 23 de junho de 2000.

- Palestra sobre Recuperagéo de plantas livres de virus no curso internacional de “Técnicas
Avancadas de Micropropagac¢ao de Plantas”, patrocinado pelo CBAB, realizado no UFRPE, em
Recife, PE, no periodo de 19 a 30 de novembro de 2001.

- Palestra sobre Recuperagédo de plantas livres de virus no curso “Cultura de Tecidos de
Plantas”, promovido pela Embrapa Hortalicas, no periodo de 29 de outubro a 01 de novembro
de 2001.

- Aula de Recuperagao de plantas livres de virus no V Curso Internacional de Produgao de
Hortalicas, em 07 de novembro de 2000;

- Aula de Recuperacao de plantas livres de virus no V| Curso Internacional de Producao de
Hortaligas, em 2001.

- Apresentacao de poster sobre recuperacao de plantas livres de virus de alho na Biolatina
2000, em Buenos Aires, Argentina, no periodo de 26 a 28 de junho de 2000.

Publicacdes

DUSI, A. N.; TORRES, A. C.; AVILA, A. C.; BUSO, J. A. Degenerescence of virus-free garlic-
seed in Buritis, MG. Fitopatologia Brasileira, v. 26, p. 517, 2001. Suplemento.

FAJARDO, T.V.; NISHIJIMA, M.; BUSO, J.A.; TORRES, A.C.; AVILA, A.C.; RESENDE, R.O.
Potyvirus and carlavirus naturally infectiog garlic plants in Brazil. Fitopatologia Brasileira.

MELQO FILHO, P. A.; NAGATA, T.; DUSI, A. N.; AVILA, A. C.; BUSQ, J. A.; EIRAS, M.;
RESENDE, R. O. Isolation and sequencing of Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV)
associated to garlic plants in Brazil. Virus Reviews and Research, Sao Paulo, v. 6, n. 2, p.
159, 2001.

MELO FILHO, P. A.; TANABE, C. M. N.; DUSI, A. N.; TORRES, A. C.; AVILA, A. C.; BUSO, J.
A.; RESENDE, R. O. Degeneration of garlic (Allium sativum L.) plants caused by virus
infection after four sequential field generations. Virus Reviews & Research, v. 5, n. 2, p.198,
2000.
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MELO FILHO, P. A.; TANABE, C. M. N.; NAGATA, T.; DUSI, A. N.; AVILA, A. C.; BUSO, J.
A.; RESENDE, R. O. Primeiro relato de Allexivirus associado a plantas de alho no Brasil In. 35
CBF E CONGRESSO DA ALF, 2001, Sao Pedro, SP Fitopatologia Brasileira, v. 26, p. 535,
2001. Suplemento.

MELO FILHO, P. A.; TANABE, C. M. N.; NAGATA, T.; DUSI, A. N.; AVILA, A. C.; BUSO, J.
A.; RESENDE, R. O. Isclamento e sequenciamento de Garlic virus C (GarV-C), associado a
ptantas de alho no Brasil. Fitopatologia Brasileira, v. 26, p. 535, 2001. Supiemento.

MELO FILHO, P. de A.; TANABE, C.M.N.; NAGATA, T.; DUSI, A.N.; AVILA, A.C.; BUSO,
J.A. Isolation and sequence of garfic virus d {GARV-D) associated to garlic plants in Brazil.
Fitopatologia Brasileira, v. 26, p. 535, ago. 2001. Suplemento.

SIQUEIRA, W. J.; EIRAS, M.; TESSARIOLI NETO, J.; BUSQ, J.A. Avaliagao do
comportamento de clones de alho livre de virus e infecgdo por virus no Estado de Sao Paulo.
Fitopatologia Brasileira, v.25, p.449, ago. 2000. Suplemento.

TANABE, C.M.N. Avaliacao da degenerescéncia em campo causada por fitovirose na cultura
do alho (Allium sativum L.). 1999. 93p. Tese de Mestrado — Universidade de Brasilia, DF.

TANABE, C.M.N.; BUSO, J.A.; AVILA, A.C.; TORRES, A.C.; RESENDE, R. O. Produgao de
anti-soro polivalente e monitoramento da populacdo de afideos para determinacao de
reinfeccdao do alho semente (Allium sativum L.) em campo. Fitopatologia Brasileira, Brasilia,
v.24, p.362, ago. 1999. Suplemento.

TANABE, C.M.N.; FAJARDO, T.V.M.; BUSO, J.A.; AVILA, A.C.; TORRES, A.C.; RESENDE,
R. 0. A degenerescéncia em campo causada por virus na cultura do alho. Fitopatologia
Brasileira, Brasilia, v.24, p.362, ago. 1999. Suplemento. Resumo.

TORRES, A.C.; FAJARDO, T.V.; DUSI, A.N.; RESENDE, R.O.; BUSO, J.A. Shoot tip culture
and thermotherapy for recovering virus-free plants of garlic. Horticultura Brasileira, v. 18, n.3,
p. 192-194, 2000.

TORRES, A.C.; FERREIRA, A.T.; SA, F.G.; BUSO, J.A.; CALDAS, L.S.; NASCIMENTO, A.S.;
BRIGIDO, M.M.; ROMAND, E. Glossario de Biotecnologia Vegetal. Embrapa Hortaligas, 128p.,

2000.

TORRES, A.C.; RESENDE, R.Q.; DUSI, A.N.; FAJARDQ, T.V.; BUSO, J.A. Protocolo de
recuperacao de plantas livres de virus de alho via cultura de dpices caulinares e termoterapia.
ABCTP Noticias, v.38, p.6-8, 2000.

Tecnologias, servicos e produtos

Subprojeto 1:
For desenvolvida a tecnologia de recuperagao de plantas de alho livre de virus mediante
termoterapia a seco associada a cultura de dpices caulinares.

Subprojeto 2:
Foi produzido anti-soro para detecgdo especifica de OYDV e detecgdo do complexo viral por
um anti-soro polivalente.
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Foram desenvolvidas sondas frias para deteccdao de OYDV, LYSV, GarCLV.

Estes produtos ainda na@o foram disponibilizados para uso externo uma vez que o sistema de
indexacdo ainda esta sendo complementado com o desenvolvimento de sondas para
Allexivirus que serd desenvolvido no projeto subseqiente.

Avaliacédo geral

O projeto foi implementado com alguns problemas, principalmente no sub 03, do IAC em Sao
Paulo, onde os repasses de recursos foram feitos em valores menores do que o acordado e
em épocas inadequadas a realizagdo dos trabalhos. Houve, também, dificuldade nas
negociacdes realizadas para a implementagao de trabalhos conjuntos com instituigoes
estatais, ou mesmo condugdo deficiente por parte de cooperadores, o que prejudicou as
metas do sub 05.

Todavia, os resultados obtidos nos demais componentes mostraram um avango na parte de
novos conhecimentos, a identificagdo de um grupo de virus ainda nao descritos anteriormente
no pais, a producao de antissoros, o seqilenciamento de diversos virus, que sao Uteis para a
confecgdo de primers e um incremento nos nimeros de bulbhilhos das cuitivares trabalhadas
para testes futuros. Uma grande perda para o projeto foram os bulbilhos, ou melhor, as
plantas de “Cacador” que nao bulbificaram em BSB e também em Canoinhas, obrigando ao
reinicio dos trabalhos de erradicagdo de viroses naquela cultivar.

Como recomendacgdes:

1- O projeto deverd ser apresentado para uma nova fase, a lll, agora com um maior foco
nas atividades de validagdo das tecnologias ja desenvolvidas, principalmente no
conceito de produgado prépria de alho-semente a partir de alho-semente livre de virus,
com os bulbos de alho-semente livre de virus da cv .Amarante.

1- Novas parcerias deverdo ser continuamente procuradas, principalmente junto a
associagoes de produtores, para trabalhos de validacao e transferéncia de tecnologias.

3- Medidas para se ter outro técnico de nivel médio treinado em trabalhos de extracado de
apices caulinares e de multiplicagdo "in vitro” deverdo ser tomadas, pois a saida do
técnico atual poderd ocorrer em breve, por aposentadoria, o que serd um fator de risco
para a continuidade de trabalhos com alho na unidade.
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Anexos

Tabela 3. 1. Homologia (% de identidade) da sequéncia de aminoacidos do isolados do (A)
onion yellow dwarf virus (OYDV-G), (B) leek yellow stripe virus (LYSV) e (C) garlic common
latent virus {C) originados de diferentes regides geograficas, Universidade de Brasilia,
[Embrapa Hortaligas, 1999.

__CDNA Clone' OYDVer _ OYDVasi OYDVwo OYDVusr OYDVarz  OYDVuae

0OYDVsr -
OYDVar1 99 2 -
QYDVinp 96 5 95 7 - (A)
OYDVuse 96.1 95 3 97.7 -
OYDVagz 96.1 95 3 96 b 96.5 -
OYDVuae 95.0 94 2 98 b 96.1 950 -
LYSVer LYSVuae LYSVcHi LYSVino LYSV. LYSVup
LYSVer .
LYSVuae 88.6 -
LYSVcHi 88.6 88 .6 - {B)
LYSVino 86.2 85,9 86.9 -
LYSVL 859 84.8 85 8 95 b -
LYSV.r 85 9 84 8 86 2 90.3 89 3 -
_ ~ GCLVes  GCLVs GCLV: GLV1 GLV2 GLVs
GCLVer -
GCLV: 94 b5 -
GCLV:2 94 0 1000 - (C)
GLV- 53.7 54.3 54.3 -
GLV:z 53.2 52.5 52.5 91.9 -
GLVs 3.2 52.5 2.5 91.9 99.3 -

Protocolo 1- Produgdo de anti-soros e execugao de teste de ISEN e ELISA em alho.

a- PREPARACAO DO PURIFICADO DO ALHO

Multiplicagdo dos virus em plantas de alho na casa de vegetagcdo e campo

Folhas colhidas e congeladas a 82° C

U

Triturag¢ao das folhas infectadas em tampao fosfato 0,2M, pH 8,0 + 0,5%, 2-mercapetanol
+ 0,01 M EDTA sdédico. Retira-se o extrato que é coado com gase

J

Centrifugagao a 9000 g/30 min = coleta do sobrenadante

Acrescenta ao sobrenadante 1% de triton x-100 e deixe agitar durante 3 horas a 4° C

U
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Centrifugagdo 8000 g/20 min = coleta do sobrenadante

Cetrifugagao do sobrenadante a 100.000 g / 3 horas em colchdo de sacarose (30%)
preparado em tampao citrato 0,05 M pH 6,2 = coleta do pellet

Pellet ressuspenso em 1 ml de tampao / 50 g de folhas, em agitacao fria durante a noite
Centrifugacao @ 7000/10 min = coleta do sobrenadante

Centrifugacao do sobrenadante a 40.000 rpm/ 3 horas em gradiente de CsCl (0,38/0,88/1,38
g de CsCl/ 1 mL de tampéo citrato 0,01 M pH 6,2

Remocdo da banda de virus e didlise { 3 vezes em tampao citrato 0,01 M pH 6,2).

b- LIMPEZA DO ANTI-SORO BRUTO

1) Colocar em dois tubos corex de 30 mL: 9mL de agua destilada + 1 ml de anti-soro bruto e
10 ml de sulfato de amdnia saturada;

2) Acrescentar lentamente o sulfato de amdnia;

3) Deixar em repouso por 2 horas;

4) Ferver um pedago de membrana para dialisar em agua destilada + uma pitada de EDTA;
5) Centrifugar no rotor 20 a solugdo apds 2 horas = 10.000 rpm / 10 minutos;

6) Retirar o sobrenadante e pegar o pellet, acrescentando 1 mi de PBS 0,5 e deixar dialisando
em 11 de PBS Q0,5 por 3 horas. Em seguida repetir + uma vez 11 de PBS 0,5 por 3 horas e
deixar dialisando por uma noite.

7) No dia seguinte o anti-soro devera passar pela coluna (UA-5) absorbance/ microscopy
centrifug. Acrescentando DEAE-SEPHACEL.

c- PREPARACAOQ DO 1gG CONJUGADO

1) Para 1 mL de IgG usar 2000 unidades de enzima;

2) Quantidade de IgG diluido;

3] Colocar num becker H20 destilada e ferver um pedaco de tubo de didlise por 1 minuto;

4) Colocar 16 ul de enzima num Eppendorf novo e centrifugar por 10.000 / 3 minutos;

5) Retirar o sobrenadante;
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6) Colocar 200 ul de IgG diluido e misturar com o pellet, em seguida colocar num tubo de
didlise;

7) Colocar no becker coberto 100 ml 0,5 PBS + 200 ul de glutaraldeido 25 %;

8) Deixar em repouso por 4 horas no escuro;

9) Dialisar: colocar 1L de PBS 0,5 e deixar por 4 horas. Em seguida trocar novamente o PBS
e deixar overnigth;

10) Trocar o PBS 0,5 novamente e deixar mais 3 horas;

11)Acrescente BSA (albumina de boi) + azida sdédica.

d- PREPARAGAQ DAS TELINHAS DE COBRE PARA MICROSCOPIA ELETRONICA

Plantas de alho provenientes de cultura de tecidos, submetidas anteriormente a termoterapia,
foram analisadas através de microscopia eletrdnica de transmissao (MET), utilizando a técnica
de ISEM (“immunosorbent electron microscopic”). Para a observacdo ao MET, fez-se
necessaria a preparagao de telinhas de cobre com malha 200 (Sigma) com um fiime de
formvar a 0,6%, que serviram de suporte para as amostras. Para isso, uma ldmina de vidro,
previamente limpa e desengordurada com acetona, foi mergulhada na solugao de formvar
dissolvida em cloroférmio. A seguir, promoveu-se a retirada das bordas do filme de formvar
formado sobre a ldmina de vidro, sendo este colocado cuidadosamente sobre uma cuba com
agua, sendo, entdo, deslocado da Idmina. Apds as telinhas de cobre terem sido colocadas
uma a uma sobre o filme de formvar, promoveu-se a retirada das telinhas, ja contendo o filme
de formvar, com o auxilio de um papel de fiitro. Apds a secagem por 12 horas, a temperatura
ambiente, as telinhas receberam, finalmente, uma cobertura de carbono no aparelho ”"Sputter
coated”.

e- PREPARACAO DAS AMOSTRAS FOLIARES PARA ISEM

Pequenas amostras de folhas de plantas de alho da cultivar Cagador, provenientes de cultura
de tecidos mais termoterapia, supostamente sadias (livres de virus), foram coletadas e
resfriadas (para utilizagdo nos préximos dias) ou congeladas a ~20°C (para utilizagdo
posterior). As folhas {de cada amostra) foram maceradas em presenga de tampao borato
0,05M pH 8,1 na proporgao maxima de 1:10 (p:v). Os extratos foliares obtidos foram
centrifugados em microtubo em microcentrifuga (Eppendorf) a 2000 rpm por 1 minuto, sendo
0 sobrenadante resultante utilizado como amostra para ser analisado em ISEM.

f- IMUNOMICROSCOPIA ELETRONICA (ISEM)

A técnica de ISEM, desenvolvida por Derrick {1973), se baseia no revestimento ou
sensibilizagdo das membranas das telinhas de cobre de microscopia eletrbnica com antissoros
especificos. Utiliza-se assim, como fase sélida a membrana das telinhas de microscopia
eletrénica. Fazem-se contactar as telinhas primeiramente com antissoro especifico para o
virus em estudo, e em seguida, com as amostras a testar. A telinha é lavada e contrastada
com acetato de uranila 1%. Se este virus estiver presente na amostra, os anticorpos aderidos
a membrana vao fixar as particulas virais que sao depois observados ao microscépio
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eletronico. Aplicando novamente 0s anticorpos especificos, sera possivel observar os
anticorpos a rodearem as particulas virais, processo designado por decoragao e que prova a
especificidade da reagdo. As principais vantagens do ISEM sao a grande sensibilidade, igual
ou superior a da ELISA, e a rapidez com que se podem obter os resultados. Contudo, em
comparagao com ELISA, presta-se menos ao ensaio de grande nimero de amostras.

ISEM - “Immunosorbent electron microscopic”
As amostras foram preparadas para ISEM seguindo as seguintes etapas:

1. Telinha de cobre com filme de formvar mais carbono foi colocada por 10 minutos em
contato com antissoro especifico para o complexo viral na diluigdo de 1:500;

2. Apdés lavagem com tampdao borato 0,05M pH 8,1, a telinha foi colocada em contato com
extrato foliar (amostra a ser testada) por 30 minutos;

3. Ap6s lavagem com tampao borato 0,05M pH 8,1, a telinha foi colocada em contato com
antissoro especifico para o complexo viral na diluicao de 1:50 por 45 minutos;

4. Apds lavagem com &gua destilada, a telinha foi colocada por 1 minuto em contato com
acetato de uranila 1%;

5. Apds secagem a temperatura ambiente por 12 h, as telinhas foram, finalmente,
observadas ao microscépio eletronico de transmissdo (JEOL 100C ou EM 109).

g- ELISA — Enzime Linked Immuno Sorbent Assay

Realizou-se teste de Elisa-Direto para deteccgao de virus nas plantas de alho {cvs. Amarante e
Cacador) provenientes da cultura de tecidos, que estao na fase de multiplicagdo para
produgao de alho-semente. Estas plantas foram submetidas anteriormente a indexagao por
'SEM, nao tendo sido constatado, anteriormente, nenhuma particula viral. As plantas foram
cultivadas durante trés ciclos, em casa-de-vegetagao. Também foram coletadas amostras de
plantas no primeiro plantio em casa-de-vegetagao, ap6s o cultivo in vitro.

Metodologia

oram coletadas amostras de folhas, preferencialmente as mais jovens, colocadas em
aguinhos pléasticos e identificadas. As amostras foram maceradas em um triturador elétrico,
m presenca de tampéao PBS-Tween, procurando-se diluir o minimo possivel o extrato da
anta
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h- ELISA DIRETO

Colocar nas cavidades da placa 150 pul de IgG diluido em tampao de revestimento;
Z. Incubar a placa por 2 ou 4 horas a 37 °C;
ar 3 vezes com tampéo PBS-T com intervalo de 3 minutos entre cada lavagem;
Zolocar 100 ul de amostras diluida em PBS-T por orificio;
ncubar por uma noite em geladeira;
Lavar 3 vezes com tampao PBS-T com intervalos de 3 minutos entre cada lavagem;
Colocar nas cavidades da placa 100 ul de IgG-conjugado diluido em PBS-T;
ncubar por 2 ou 4 horas a 37 °C,
Lavar 4 vezes com tampdo PBS-T,
10.Colocar o substrato em tampao de Dietanolamina, 150 pl por orificio;
11.Incubar a placa em ambiente escuro.

~ O N I=

w

A reagao positiva sera visivel a partir de 15 minutos apés a adicao do substrato, conforme o
virus e 0 antissoro usado, ou em algumas horas. A leitura da placa € feita em uma leitora de
ELISA.
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i- DoT-ELISA

Realizou o teste de DoT-ELISA para detectar se o material de alho Amarante infectado com os
provaveis virus do género Potyvirus e Carlavirus foram encontrados.

Metodologia

1. Macerar as amostras em tubos de ELISA colocando cerca de 0,05 g de amostra + 500 pl
PBS-T em cada tubo numerado inclusive os controles positivo e negativo;

2. Em seguida fazer a diluigdo 1:20 dessa amostras em cada tubos correspondente;

3. Colocar nas membranas 3 a b pl com pipeta;

4. Bloguear as membranas com PBS-T com 2% de leite em p6;

5. Incubar por 1 hora agitando;

6. Colocar nas placas de petri o IgG 1:1000 + PBS-T com leite em p6. Deixar agitando por 3
horas;

7. Lavagem 3 min x 3 (PBS-T);

8. Colocar conjugado 1:1000. Deixar agitando por 1 hora (PBS-T);

9. Lavagem 3 min (PBS-T);

10. Colocar o substrato NBT-BCIP.
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Recuperacao de Plantas Livres de Virus
de Genétipo - Elite de Alho e sua
Multiplicacao em Condicodes
Fitossanitarias Controladas. Relatoério
final do subprojeto 05.1999.025.01

Resumo

Sendo o alho uma espécie comercialmente propagada de forma vegetativa, hd acimulo de
agentes causais de doengas importantes que sdo transmitidos de um ciclo de produgao a outro,
via bulbilho-semente contaminado. Dentre estas doengas estdao as causadas por virus. Ha
demanda do setor produtivo de alho para a obtencao de alho-semente de melhor qualidade
fitossanitaria, principalmente isento das principais viroses.

Este subprojeto tem como objetivos finais: a obtengado de plantas livres das principais viroses
do alho nas cultivares Jonas, Hossan e Quitéria; a obtengdo de estoques iniciais de alho-
semente livre de virus destas cultivares; o aumento dos estoques de alho-semente livres de
virus através da multiplicacdo em condigoes fitossanitarias controladas; a publicacédo de
trabalhos cientificos e de resumos em congressos de sociedades cientificas, além de trabalhos
de divulgagao ; e analisar a viabilidade econdmica da tecnologia de erradicacdo de viroses via
cultura de dpices caulinares e multiplicagtes em condigoes fitossanitérias controladas.

De janeiro a dezembro de 1999 foram mantidos em casa de vegetagdo os estoques de
plantas livres de virus da cultivar Amarante. Também foi mantido in vitro um estoque de
seguranca de 300 plantas desse material.

Também foi validada a metodologia de recuperacac de plantas livres de virus para a cultivar
Quitéria.

De janeiro a dezembro de 2000 desenvolveram-se as seguintes atividades:

Validagdo da metodologia de termoterapia - para as cultivares Hozan, Quitéria e Chonan com
utilizacdo da termoterapia de bulbilhos a seco, que associada a cultura de dpices caulinares,
mostrou-se uma excelente técnica para producdo de plantas de alho livres de virus das
referidas cultivares.

De janeiro a dezembro de 2001 desenvolveram-se as seguintes atividades:
Foram produzidos in vitro:

86 microbulbos da cultivar Chonan

102 microbulbos da cultivar Quitéria

160 microbulbos da cultivar Hozan
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180 microbulbos da cultivar Cagador

Dos microbulbos produzidos em 2000 e plantados em telado no ano 2001 foram obtidos:
286 bulbos da cultivar Chonan

207 bulbos da cultivar Quitéria

20 bulbos da cultivar Branco de Mossor6

3. Foram produzidos 100 kg de bulbos da cultivar Amarante

Resultados, conclusdes e recomendacdes

No periodo de desenvolvimento do projeto foram obtidos os resultados:

Desenvolvimento de metodologia visando a recuperagao de plantas livres de virus de alho.
Validacdo da metodologia de recuperacdo de plantas livres de virus para as cultivares
Cagador, Hozan, Chonan e Quitéria

A cultura de é4pices caulinares € uma estratégia para o estabelecimento de estoques de
plantas matrizes livres de virus. Esse método baseia-se na premissa de que a concentragdo
desse patdgeno distribui-se ndo uniformemente na planta infectada. A estratégia consiste em
reproduzir, in vitro, plantas a partir de tecidos pressupostamente livres de virus (Murashige,
1974). Basicamente, a metodologia consiste na excisdo da cupula meristematica apical com
um ou dois primérdios foliares {(onde ainda nao se observa conexao vascular com os tecidos
da planta), podendo ser cultivada em meio nutritivo adequado para diferenciagao e
desenvolvimento dos sistemas caulinar e radicular. Varias hipéteses (nenhuma comprovada)
foram utilizadas para explicar a eliminagao de virus via cultura de apices caulinares.
Provavelmente, ha um ou mais mecanismos de inativagcao operando nas células
meristematicas em cultura, os quais eliminam virus dos tecidos infectados (Stone, 1978).
Também tem sido sugerido que a eliminagdo do virus é consequéncia da modificagao
metabodlica resultante da injaria causada aos tecidos no processo de excisao (Mellor & Stace-
Smith, 1977). Outros sugerem que as substancias reguladoras de crescimento presentes no
meio de cultura podem estimular um mecanismo de resisténcia das células da planta (Antoniw
et al.,, 1981} ou que essas substdncias tém agao sobre os virus durante o periodo de cultura
dos apices caulinares {Quak, 1961).

A associagao de altas temperaturas com a cultura de tecidos tem aumentado a eficiéncia da
recuperagao de plantas livres de virus, como por exemplo em alho (Conci & Nome, 1991). Em
geral, a planta infectada é exposta a temperaturas entre 30 e 40°C por periodos de 4 a 6
semanas ou mais, dependendo do virus a ser eliminado. Apds esse tratamento, 0 explante é
excisado e cultivado in vitro.

Este método tem sido usado desde 1889 para controle de doenga viral em cana-de-agucar
(Kobus, 1990, citado por Quak, 1977). A eficacia desta técnica foi comprovada por Kassanis
(1950), que observou o efeito benéfico da exposicdo de tubérculos de batata a alta
temperatura na inativagao do virus do enrolamento das folhas (PLRV), doenga de grande
importancia nessa hortaliga. Este tratamento é mais efetivo contra virus isodiamétricos,
thread like viroses e doengas causadas por micoplasma.

Tem sido postulado que, em alguns casos, altas temperaturas inativam o virus; em outros, a
multiplicagdo do virus é inibida, ou ainda pode ocorrer uma reducao na movimentagao de
particulas virais na planta infectada. Também tem sido proposto que a erradicagdo do virus
por altas temperaturas baseia-se no fato de que, como os processos de sintese e degradagao
do virus ocorrem simultaneamente, em altas temperaturas a sintese viral é inibida enquanto
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que a degradacédo continua (Kassanis, 1957). Entretanto, é de grande aceitagao que a
termoterapia ndo inativa o virus, mas previne gue ele infeccione as brotagdes desenvolvidas
durante o tratamento.

Para a cultivar Amarante, aumento de produtividade de massa fresca dos bulbos foi acima de
100% e as plantas apresentaram excelente desenvolvimento vegetativo durante o ciclo da
cultura, quando comparadas com as plantas infectadas.

Até dezembro de 2001 foram produzidos: 286 bulbos da cultivar Chonan; 207 bulbos da
cultivar Quitéria; 20 bulbos da cultivar Branco de Mossoré e 100 kg de bulbos da cultivar
Amarante.

Conclusoes:

A cultura de apices caulinares de alho associado a termoterapia € um método eficiente para
producdo de plantas livre de virus

A tecnologia desenvolvida foi validada para as cultivares Hozan, Chonan e Quitéria e Cagador.

Difusdo de tecnologias, processos, produtos,
servicos e conhecimentos e validagcdo de
resultados

1. Palestra sobre Recuperagéo de plantas livres de virus no curso internacional de
“Sistemas de Micropropagacéao de Plantas”, patrocinado pelo CBAB, realizado no
IPA em Recife, PE, no periodo de 10 a 23 de junho de 2000.

2. Palestra sobre Recuperagao de plantas livres de virus no curso internacional de
“Técnicas Avancadas de Micropropagacao de Plantas”, patrocinado pelo CBAB,
realizado no UFRPE, em Recife, PE, no periodo de 19 a 30 de novembro de 2001.

3. Palestra sobre Recuperacéo de plantas livres de virus no curso “Cultura deTtecidos
de Plantas”, promovido pela Embrapa Hortalicas, no periodo de 29 de outubro a 01
de novembro de 2001.

4. Aula de Recuperacdo de plantas livres de virus no V Curso Internacional de
Producdo de Hortalicas, em 07 de novembro de 2000.

5. Aula de Recuperagdo de plantas livres de virus no VI Curso Internacional de
Produgdo de Hortalicas, em 2001.

6. Apresentacao de poster sobre recuperagao de plantas livres de virus de alho na
Biolatina 2000, em Buenos Aires, Argentina, no periodo de 26 a 28 de junho de
2000.

A obtencdo de alho livre de virus das cultivares Jonas e Hassan nao foi possivel, devido a
falta de alho-semente de identidade genética confidvel. Incluiu-se a cultivar Chonan nesse
processo de produgao de alho-semente com alta qualidade fitossanitaria em substituigdo das
cultivares Jonas e Hassan.

Publicacdes
FAJARDO, T.V.; NISHIJIMA, M.; BUSO, J.A.; TORRES, A.C.; AVILA, A.C.; RESENDE, R.O.

Garlic viral complex: identification of Potyviruses and Carlavirus in central Brazil. Fitopatologia
Brasileira, v.26, n.3, p.619-626, 2001.
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TORRES, A.C.; DUSI, A.N.; BUSO, J.A. Produgao de alho com alta qualidade fitossanitéria
mediante cultura de dpices caulinares. Brasilia: Embrapa Hortaligas. Circular técnica.

TORRES, A.C.; FAJARDQ, T.V.; DUSI, A.N.; RESENDE, R.O.; BUSO, J.A.. Shoot tip culture
and thermotherapy for recovering virus-free plants of garlic. Horticultura Brasileira, v. 18, n.3,
p. 192-194, 2000.

TORRES, A.C.; FERREIRA, A.T.; SA, F.G.; BUSO, J.A.; CALDAS, L.S.; NASCIMENTO, A.S.;
BRIGIDO, M.M.; ROMANO, E. Glossério de Biotecnologia Vegetal. Embrapa Hortalicas, 128p.,
2000.

TORRES, A.C.; RESENDE, R.QO.; DUSI, A.N.; FAJARDO, T.V.; BUSO, J.A. Protocolo de

recuperacgao de plantas livres de virus de alho via cultura de 4pices caulinares e termoterapia.
ABCTP Noticias, v.38, p.6-8, 2000.
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Caracterizacao Molecular do Complexo
Viral do Alho: Desenvolvimento de
Sondas para Deteccao dos Virus do
Complexo. Relatoério final do subprojeto
05.1999.025.02

Resumo

O objetivo deste subprojeto foi caracterizar a variabilidade do complexo viral que ocorre na
cultura do alho nas vdrias regides produtoras do pafs.

Foram desenvolvidas sondas ndo radioativas para dois potyvirus e um carlavirus que ja
haviam sido caracterizados no projeto antecessor. No &mbito deste projeto, foram também
isolados 4 diferentes espécies de Allexivirus. Destas espécies, trés foram identificadas como
Garlic mite-borne filamentous virus {(GarMbFV), Garlic virus C (GarV-C) e Garlic virus D (GarV-
D). A identificag@o foi feita pela comparacdo da sequéncia da capa protéica. Os trabalhos de
desenvolvimento de sondas frias para os Allexivirus estdo em andamento, priorizando-se uma
sonda geral para o género e, posteriormente, sondas espécie-especificas.

Resultados, conclusées e recomendacdes

Descrever e discutir os dados obtidos, acumulados durante a execucdo do projeto ou
subprojeto, fazendo uso, quando necessario de tabelas e graficos.

Metodologia e resultados (2000/2001):

Jrificacao do complexo viral

metodo para purificar o complexo viral usado foi adaptado de Assis (1994). Folhas de alho de
s2rias cultivares naturalmente infectadas foram colhidas e submetidas a purificacao.

=0 obtido o isolamento biolégico do QYDV. O virus foi purificado e um anti-soro especifico foi
produzido e encontra-se em uso por dot-Elisa em todas os processos de indexagao visando a
dentificacdo de virus.

Amplificagao via PCR

Foi realizada a extracao do RNA total do complexo viral a partir do método de Chomzynsky &
Sacchi (1987). Para a sintese das fitas de DNA complementar (cDNA) utilizou-se como molde o
RNA total. A partir das seqliéncias nucleotidicas j& determinadas da capa protéica das espécies
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de Allexvirus foram desenhados os oligonucleotideos GVA, GVB, GVC e GVD conforme as
recomendacdes presentes em artigos publicados.

Os oligonucleotideos sao complementares a fita viral (RNA senso positivo) e, desta forma, foram
utilizados na sintese do ¢cDNA, em reacoes independentes.

Para amplificar os fragmentos de DNA, definidos pelos pares de oligonucleotideos referidos,
foram formadas reacdes a partir de 10 ul do ¢cDNA, aos quais foram misturados 5 yl de 2,5 mM
dNTP (Gibco), 5 ul de tampéo da enzima 10X, 0,5 yl de Tag DNA polimerase (5U/ul)
{(CENBIOT/RS) e 1 yl de cada oligonucleotideo (1ug/ul). O volume foi completado para 50 ul com
agua esterilizada. Foram testadas dez combinagbes diferentes de oligonucleotideos, que
resultam na amplificacao de fragmentos com diferentes tamanhos esperados.

As amostras foram submetidas a reacdo de PCR no termociclador “Gene Amp PCR System 2400
(PERKIN ELMER) com o ciclo de 94 °C por cinco minutos, passando a seguir por 35 ciclos, sendo
cada um composto de desnaturagao (94 °C / 1 min. 30 seg.), anelamento (565 °C / 2 min.) e
extensao (72 °C / 1 min.). Concluidos os 35 ciclos, a temperatura permanecerd por 7 minutos a 72
°C para o término da extensédo da Taq DNA polimerase.

Para a visualizacdo da amplificacdo, 10 ul de cada reagcao foram misturados a 2ul de tampéao da
amostra 6X (0,25% azul de bromofenol + 0,25% xileno cianole + 30% glicerol) e aplicados em gel
de agarose 1,2%, para visualizagdo de fragmentos de 335 bp (ou em agarose 1%, nos demais
casos), preparado em tampéo de corrida 0,5 X TBE (0,045 M Tris-HCI + 0,045 M 4cido bérico + 1
mM EDTA, pH 8,0). As condicdes de corrida foram estabelecidas em 80 V. As bandas observadas,
que apresentaram fragmento de tamanho esperado, foram recortadas do gel com uma |lamina,
colocadas em eppendorfs e purificadas através da utilizagdo do “Sephaglas™ Band Prep Kit”
(Pharmacia), de acordo com as especificagdes do fabricante.

Produgdo de sonda e hibridizacao

Sonda nao-radioativa

Clones de PCR e de cDNA foram digeridos e os insertos eluidos do gel pela utilizagao do
“Sephaglas™ Band Prep Kit” (Pharmacia), e o DNA resultante foi utilizado diretamente na sintese
das sondas, servindo como molde para os kits de producao de sondas nao-radioativas (Dig
labelling kit), os quais utilizam oligonucleotideos randémicos, de acordo com as especificagdes
do fabricante.

As membranas foram enroladas em tecido telado e colocadas dentro de garrafas, sendo
incubadas em 25 mi de solugao de pré-hibridizacédo {SSC 4X + 0,1% SDS + 0,05% leite em
po desnatado + 40% formamida + 10 pg/ml de DNA de esperma de salmao, fervido por trés
minutos). As membranas ficaram em forno giratério Mini 10 (Hybaid) por trés horas, a 50 °C. A
solucao estoque de SSC 20X foi composta por 0,3 M citrato de sédio + 3 M NaCl, pH 7,0.

As membranas foram incubadas por 12 horas em forno regulado a 50 °C, com a sonda n3o-
racioativa, previamente desnaturada a 95 °C por trés minutos. As membranas passaram por
duas lavagens, cada uma de 20 minutos, com SSC 2X e SSC 1X + 0,1% SDS. Apés esta
stapa, as membranas foram colocadas no cassete em contato com um filme de raio X (Kodak},
revelado por passagens sequenciais de, aproximadamente, trés minutos cada, na solucado
reveladora, em agua com acido acético e no fixador.

No ano de 2000 tiveram inicio os estudes moleculares sobre Allexivirus com a deteccao de
plantas originadas do Gama/CNPH e de Agua Fria-GO as quais apresentaram resultados
sorolégicos positivos. Tais resultados foram obtidos através do uso de 3 anti-soros
monoclonais e 1 policlonal de Allexivirus oriundos do Japao.
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Apés a detecgao foi realizada extragdo de RNA com uso do tampao isocianato de guanidina,
das possiveis espécies de virus denominadas de GarV-A, GarV-B, GarV-C e GarV-D. Como
passo seguinte foram realizadas reagcées de RT-PCR para construgao de cDNA através do uso
de primers previamente desenhados com base em seqiiéncias de capa protéica obtidas via
internet dos isolados japoneses. Posteriormente foram obtidos clones com uso de células
competentes de Escherichia coli e ligagao dos respectivos insertos em plasmideos de pGen-T
Vector. De inicio dois isolados de 762 pb supostamente de GarV-A foram encaminhados &
UFV cujos resultados revelaram apresentar 96,6 % de homologia de aminoacido e nucleotideo
com Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV}, um virus ja classificado e sé detectado
até o momento na Argentina e em vias de publicagdo, porém, antes do sequenciamento ja
sugeria ser diferente do que fora isolado no Japao uma vez que a enzima Hind Il ndo corta o
isolado japonés ao meio e isso foi fato ocorrido com nosso suposto GarV-A.

Extragdo obtida de outra planta revelou reagao sorolégica negativa com os anti-soros de
GarV-A, GarV-B e GarV-C. Tal isolado so reagiu positivamente com o anti-soro policlonal
mixto de Allexivirus, e isso sugere ser este isolado de alguma espécies diferentes dos trés
primeiros a qual podera ser o préprio GarV-D ou algo diferente desse.

Em 2001, foram encaminhados ao Instituto Biolégico para seqlienciamento clones de GarV-C
e GarV-D. Nosso possivel GarV-C (781 pb} revelou 95 % de similaridade de aminoacido e
92,3 % de nucleotideo com o GarV-C japonés e nosso GarV-D (753 pb} revelou 92,6 % de
homologia de nucleotideo e 96,8 % de aminoacido com o GarV-D japonés.

Clones de GarV-B foram encaminhados a UnB para seqlienciamento como também uma banda
de aproximadamente 400 pb obtida com um par de primer universal desenhado para detectar
todos os Allexivirus de alho.

Os clones de GarV-B deram resultados negativos devendo o trabalho continuar ao final do
segundo semestre de 2001.

m

Em 2001, foi seqlenciado o gene completo da capa protéica de duas espécies de Allexivirus.
arlic virus C, com 781 pb, apresentando 92,3% de similaridade de nucleotideos e 95% de
milaridade de aminodcidos com o GarV-C japonés encontrado no GenBank.

arlic virus D, com 753 pb, apresentando 92,6% de similaridade de nucleotideos e 96,8% de
milaridade de aminoéacidos com o GarV-D japonés encontrado no GenBank.

btencdo e sequenciamento de uma banda de 459 pb que revelou homologia de 95% com
arV-C
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Com os dados de seqiiéncia, os trabalhos de desenvolvimento de sondas para Allexivirus serao
niciados no dmbito do projeto 05.2002.001, que se iniciou em janeiro de 2002.

Publicacdes

Durante todo o trabalho, alguns resumos foram encaminhados a eventos cientificos, os quais
podem ser vistos a seguir:

MELO FILHO, P. A_; NAGATA, T.; DUSI, A. N.; AVILA, A. C.; BUSQ, J. A.; EIRAS, M.;
RESENDE, R. O. Isolation and sequencing of Garlic mite-borne filamentous virus {GarMbFV)
associated to garlic plants in Brazil. Virus Reviews and Research, Sao Paulo, v. 6, n. 2, p.
159, 2001.
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MELO FILHO, P. A.; TANABE, C. M. N.; NAGATA, T.; DUSI, A. N.; AVILA, A. C.; BUSO, J.
A.; RESENDE, R. Q. Primeiro relato de Allexivirus associado a plantas de alho no Brasil In. 35
CBF E CONGRESSO DA ALF, 2001, Sao Pedro, SP Fitopatologia Brasileira, v. 26, p. 535,
2001. Suplemento.

MELO FILHO, P. A.; TANABE, C. M. N.; NAGATA, T.; DUSI, A. N.; AVILA, A. C.; BUSO, J.

A.; RESENDE, R. O. isolamento e sequenciamento de Garlic virus C (GarV-C), associado a
plantas de alho no Brasil. Fitopatologia Brasileira, v. 26, p. 535, 2001. Suplemento.

Tecnologias, processos, produtos, servicos e
conhecimentos e validacdo de resultados

Foi produzido anti-soro para deteccado especifica de OYDV e detecgdo do complexo viral por
um anti-soro polivalente.

Foram desenvolvidas sondas frias para detecgdo de OYDV, LYSV, GarCLV.
Estes produtos ainda ndo foram disponibilizados para uso externo uma vez que o sistema de

indexagdo ainda estd sendo complementado com o desenvolvimento de sondas para
Allexivirus que serd desenvolvido no projeto subsequente.
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Estudo da Degenerescéncia por Viroses
na Cultura do Alho em Diversas

Regides do Pais. Relatério final do
subprojeto 05.1999.025.03

Resumo

Em 1999 foram conduzidos dois ensaios, um em Agua Fria (GO) e outro em Brasilia (DF). Em
2000 os ensaios foram repetidos e um terceiro acrescentado, conduzido em Buritis,(MG). Os
resultados vém indicando a viabilidade do uso do alho como semente ainda na quarta ou
quinta exposi¢do quando comparado com o alho semente comercial.

No ano de 2001, deu-se continuidade aos ensaios de degenerescéncia em Brasilia e Buritis.
Foi conduzido um ensaio para determinacao da distdncia e diregao da disseminagdo de virus
no alho. Pode-se concluir que os virus que infectam a cultura do alho se disseminam préximo
a fonte de indculo. Foi conduzido um ensaio para acompanhamento da curva de progresso de
doenca, utilizando-se sorologia para acompanhar a disseminagéo geral e de Onion yellow
dwarf virus (OYDV) e Leek yellow stripe virus (LYSV). O OYDV é prevalente sobre o LYSP,
porém os dois virus se disseminam rapidamente quando sob alta presséao de inéculo.

Resultados, conclusdes e recomendacdes

Em 2000, Foram conduzidos trés ensaios para avaliar a degenerescéncia de alho livre de
virus, cv. Amarante, em condigdes de campo. Em Agua Fria (GO) e na Embrapa Hortaligas, o
ensaio foi composto de seis tratamentos, a saber: 1, alho livre de virus; 2 a 5, alho com 1, 2,
3 e 4 exposi¢gbes a campo em anos anteriores; 6, alho semente comercial. Em Buritis (MG} foi
instalado o primeiro ano do experimento, com apenas dois tratamentos: alho livre de virus e
alho-semente comercial.

Agua Fria e Embrapa Hortaligas: Foi avaliada a produgéo total. O alho livre de virus produziu
significativamente mais que os demais tratamentos, e o alho-semente comercial produziu
significativamente menos que os demais tratamentos. Tratamentos 2 a 5 ndo diferiram entre
sim. Entretanto, esta é uma analise preliminar. Uma andlise de regressao com alho colhido e
classificado estd em andamento. Andlise de infecgdo estd em andamento, sendo executada
por um estudante de doutorado da Universidade de Brasilia.

Buritis: O alho livre de virus apresentou producgao total significativamente superior ao
controle. Apresentou também nimero de bulbos de classes superiores maior que o alho-

semente comercial. Ao fim do ensaio, o alho livre de virus apresentou 10% de infecgdo e o
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controle 97 % de infeccdo. A avaliag@o realizada por dot-Elisa é qualitativa. Observa-se,
entretanto, uma reacdo mais fraca nas amostras originédrias de alho livre de virus, indicando
que a concentra¢do de virus é menor ou a composi¢ao de espécies que estdo infectando as
plantas é diferente entre os tratamentos.

Em 2001, os ensaio de Brasilia e Buritis foram repetidos. Nos dois ensaios foi acrescentada

mais uma geracdo. As tabelas abaixo apresentam o resultado consolidado do experimento de

Brasilia, DF.
Tabela 1. Produgao e ganho de produgao Tabela 2. Classificagao comercial
de plantas de aiho apés seis expo- de bulbos de alho apés Tabela 3. Altura média de
sicbes a campo &0 complexo viral seis exposigdes a campo plantas de alho
Tratamenta  Produtividade Ganho de ao complexo viral expostas a campo
Producéo Tratamento Classes aa complexo viral
Hha % 12 3 4 a7 Tratamento Altura {em)
1% exp. 10,5 a 103 1 exp. 14 86 1% exp. 57,73
2 % exp. 9.0 a 72 27 exp, 26 74 22 axp 51,487
3 exp. 80 b 50 32 exp. 28 72 32 exp. 49,20
4 3 exp. 70 b 38 42 exp. 35 65 42 ¢xp. 49,59
5% exp 60 be 17 59 exp. 71 29 &2 exp. 47 06
6 = exp. 65 bc 33 8 exp. 77 33 8= exp. 48,10
Agric. 50 bed - Agric, 76 24 Agric, 41,82

Em Buritis, devido a problemas na condug¢ao do pivd central onde o ensaio foi implantado,
houve uma condigao forte de estresse, ocasionando uma baixa produtividade. Entretanto
mesmo sob estas condicbes, as parcelas livre de virus e com uma exposicdo a campo
apresentaram produtividades em torno de 5,5 t/ha, enquanto o controle apresentou uma
média de 1,8. Foi possivel obter sementes para continuidade do ensaio no ano de 2002,

Foi implantando um ensaio para determinac¢do da distancia e diregdo de disseminacao de virus

no alho. O delineamento € ilustrado na figura abaixo:

Crogui do experimento para estudos epidemioldgicos de virus em alho-semente em condigdes

de campo.
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O ensaio foi implantado em uma drea 1000 m distante de areas de producao de alidceas. O
objetivo do ensaio foi verificar:

1- qual a distAncia que diferentes virus se disseminam a partir da fonte de in6culo;
2- qual o efeito da dire¢do predominante do vento na degenerescéncia do alho-semente;
3- quais espécies de virus sdo preferencialmente transmitidas em condigbes de campo.

O experimento constituiu-se de uma drea circular de cinco metros de raio (aproximadamente
79 m?%), plantado com bulbilhos de alho com alto nivel de infeccdo por virus (independente de
cultivar), circundada por parcelas de 2 m?” distribuidas radialmente em 8 raios a N, NE, L, SE,
S, SO, 0 e NO. As parcelas distaram 3,5; 5,5; 8,5; 18,5 € 30,0 m do centro da fonte de
in6culo.

O experimento foi conduzido sem pulverizagbes e toda area foi mantida livre de plantas
daninhas ao longo do experimento. O experimento foi conduzido por cerca de 150 dias {ciclo
médio da cultura). Ao final do periodo, as parcelas foram colhidas individualmente. Os bulbos
produzidos foram amostrados ao acaso, 10% (20 bulbos/parcela), e foram indexados por
Dotblot-Elisa utilizando-se anti-soros policlonais especificos para os virus OYDV, LYSV, e anti-
soro polivalente para o complexo viral do alho. Nao foi observado efeito de direcao. Os
indices de infeccao observados para cada raio foram:

raio 1: OYDV: 5,0%; LYSV: 3,8%; Polivalente: 6,25%
raio 2: OYDV: 2,56%; LYSV: O; Polivalente: 2,5%

raio 3: OYDV: 0; LYSV: O; Polivalente: O

raio 4: OYDV: 0; LYSV: 0; Polivalente: O

raio 5: OYDV: 0,6%; LYSV: 0,6%; Polivalente: 0,6%

O ensaio sera repetido em 2002 para contirmagdo dos resultados. Entretanto pode-se obter
um forte indicativo de que a distancia predominante de dissemina¢do é menor que 5 m e gue
a distribuigdao espacial dos virus que infectam ¢ alho, predominantemente virus de
transmissao com relacdo do tipo nao persistente, acompanham o padrdo comum a potyvirus,
que concentram-se em um curto raio da fonte de in6culo. Isso abre uma perspectiva de
localizacao de dreas de produgao de sementes dentro de propriedades onde o alho é cuitivado
comercialmente, apenas com um isolamento adeguado.

Foi implantado no meio de um campo de alho de 2 ha um ensaio para acompanhar o
desenvolvimento da epidemia de virus em alho. Foram plantadas cinco parcelas de 2 m® de
alho livre de virus, com 200 plantas por parcela. Destas, 20 foram marcadas e,
semanalmente, uma amosira da folha expandida mais nova foi coletada e levada ao
laboratério para ser testada por dot-Elisa com anti-soro polivalente e contra OYDV. Uma
armadilha de bandeja verde com agua foi colocada no meio do ensaio e os afideos nela
capturados foram contados semanalmente. O resultado é apresentado na figura a seguir.

AR



% infecgao

Desenvoivimento de Tecnologia de Produg8o de Alha-Semente Livre de Virus — Fase li. Relatério final do projeto 05.1999.025

Curva de Progresso de Doenga

108G 7O
80
&0
80 il 8
70 50 %’
0 . ~
50 — % Paolivalente | -
—% QYDV ©
50 . §
Afideos Cumulativo T
0 O
40 -
@
a0 ~ 20 E
3
z0 Z
- 10
10 -‘(:f‘.___'_‘_‘__...pr
a - — :,_.L_,--—% - o
30/03/01 19/04/01 09/05/01 29705101 18/06/01 Q8/G7i01 28/07/01 17/068/01 Q6/08/01
Data

H& um indicativo de que o OYDV é prevalente. Entretanto, o experimento serd repetido em
outra oportunidade para confirmagao dos resultados, desta vez utilizando outros anti-soros
virus especificos.

Publicacdes

DUSI, A. N.; TORRES, A. C.; AVILA, A. C.; BUSO, J. A. Degenerescence of virus-free garlic-

seed in Buritis, MG. Fitopatologia Brasiieira, v. 26, p. 517, 2001. Suplemento.

MELO FILHO, P. A.; TANABE, C. M. N.; DUSI, A. N.; TORRES, A. C.; AVILA, A. C.; BUSO,

A.; RESENDE, R. O. Degeneration of garlic {Allium sativum L.} plants caused by virus

J.

infection after four sequential field generations. Virus Reviews & Research, v. b, n. 2, p. 198,

2000.

TANABE, C.M.N. Avaliagdo da degenerescéncia em campo causada por fitovirose na cultura

do alho (Allium sativum L.). 1999, 93p. Tese de Mestrado ~ Universidade de Brasilia, DF.

TANABE, C.M.N.; BUSO, J.A.; AVILA, A.C.; TORRES, A.C.; RESENDE, R. O. Produgéo de
anti-soro polivalente e monitoramento da populagao de afideos para determinacdo de
reinfecgdo do alho semente {Allium sativum L.) em campo. Fitopatologia Brasileira, Brasflia,
/.24, p.362, ago. 1999. Suplemento.

TANABE, C.M.N.; FAJARDO, T.V.M.; BUSO, J.A.; AVILA, A.C.; TORRES, A.C.; RESENDE,
O. A degenerescéncia em campo causada por virus na cultura do alho. Fitopatoiogia
rzsileira, Brasilia, v.24, p.362, ago. 1999. Suplemento. Resumo.

Tecnologias, servicos e produtos

“=s=ac0 nos resultados dos ensaios de degenerescéncia, uma proposta de um sistema de
"oCucE0 propria de altho semente de alta qualidade fisioldgica e sanitéria estd sendo
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estruturado, no Ambito do subprojeto 5 deste projeto, para ser executado a partir de 2002 no
novo projeto que substituird o atual.

Avaliacdo global do andamento

Os resultados deste subprojeto, em conjunto com os resultados dos demais subprojetos
permitem-nos sugerir que sua continuidade em um novo projeto trard um grande beneficio aos
produtores de alho. Considerando que se conseguiu trabalhar, até o momento, com uma
cultivar de alho seminobre, as acoes de validacdo gue serdao propostas atingirdo, numa
primeira etapa, produtores de agricultura familiar e produtores organicos.

Situagdo geral do subprojeto até a programagéo: concluido.



Desenvolvimento de Tecnolegia de Produgdo de Alho-Semente Livre de Virus — Fase Il. Relatério final do projeto 05.1999.025

Acdes de Validacao e Difusado de
Tecnologias em Alho-Semente Livre de
Virus. Relatério final do subprojeto
05.1999.025.05

Resumo

Os resultados de experimentos obtidos em condi¢cdes de estacOes experimentais representam,
na maioria das vezes, protétipos de tecnologias, pois as condi¢des controladas da realizagéo
dos experimentos, nao refletem todos os fatores que poderao influenciar positiva ou
negativamente o comportamento das mesmas em condigdes reais de producao. Neste
subprojeto foram implementadas unidades de observacéao, de validacao e de demonstracéo,
visando se obter tecnologias acabadas, contando com a participagao de parte da clientela no
processo. Além disso, se objetivou avaliar um conceito de sistema de produgédo de alho-
semente livre de virus por parte de pequenos produtores de alho-consumo, de forma a torna-
los independentes de obtengédo externa de material de multiplicagdo com qualidade
fitossanitaria adequada.

No ano de 1999 foram instaladas 2 Unidades de Observagdo , nos seguintes locais; Boninal e
Bom Jesus da Lapa- BA, com os seguintes resultados Boninal- drea de 40 m?, com
produtividades de 4 t/ha para o material plantado com alho-semente com duas geragbes de
exposicao em campo em Brasilia vs 2 t / h com plantio de alho-semente comumente utilizado
pelo produtor (contaminado)- parceria EBDA, J4 para o de Bom Jesus da Lapa os resultados
foram, respectivamente, de 3t/ hae 1,5t/ ha , para uma area de 25m?, trabalho realizado
em parceria com a CODEVASF. Ainda em 1999 foram instaladas quatro Unidades de
Observacao de alho- cv Amarante livre de virus. Duas foram instaladas no Municipio de
Mirangaba e duas na localidade de Caatinga de Moura, Municipio de Jacobina. Estiveram
participando 22 pequenos produtores rurais dos dois municipios.

No ano de 2000 foram implementadas 5 Unidades de Validacao, sendo quatro do conceito de
producdo prépria de alho- semente, envolvendo produtores de Burutis-MG,
Taquarendi/Miranga, BA, Santa Maria do Jerib4-ES, e Distrito Federal. A Ultima UV foi
instalada junto a um produtor de alho no sistema orgénico. O alho livre de virus produziu
140% mais que o alho produzido a partir de alho-semente contaminado. Em 2001 foi
implementada uma Unidade de validagdo do conceito de produgao propria de alho-semente a
partir de alho-semente livre de virus no Municipio de Taquarendi-BA). Os materiais produzidos
em 2000 foram todos perdidos, segundo os condutores porque foram produzidos fora da
época normal na ano anterior. Os repassados para plantio na primeira exposigdo fora do
telado produziram, a partir de 3.000 bulbilhos, 14 kg de bulbos curados, que serdo utilizados
na continuagdo dos trabalhos em 2002. Outra Unidade foi implementada no Municipio de
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Agua Linda, GO, junto a um produtor tradicional de alho-consumo, mas os dados ndo foram
recuperados para o presente relatério. O subprojeto ficou aguém das expectativas iniciais,
pois muitas dificuldades foram encontradas no estabelecimento de parcerias tanto com
instituicdes governamentais (Estado e municipio) como com produtores privados.

Resultados, conclusbes e recomendacdes

As metas originais e 0s resultados obtidos foram:

1- Instalacdo de 7 Unidades de Observag¢do ou de Validagao ou de Demonstracdo de
tecnologia em condi¢cdes reais de producao por ano, com metodologia de producao de alho-
consumo a partir de alho-semente livre de virus;

Periodo margo a dezembro de 1999, 2000, 2001:

Em 1999 foram instaladas 2 Unidades de Observacdo , nos seguintes locais; Boninal e Bom
Jesus da Lapa- BA, com os seguintes resultados Boninal - drea de 40 m?, com produtividades
de 4 t/ha para o material plantado com alho-semente com duas geragOes de exposicao em
campo em Brasilia vs 2 t / h com plantio de alho-semente comumente utilizado pelo produtor
{contaminado)- parceria EBDA, Ja para o de Bom Jesus da Lapa os resultados foram,
respectivamente, de 3t / hae 1,6 t / ha, para uma 4rea de 25m?, trabalho realizado em
parceria com a CODEVASF.

Ainda em 1999 foram instaladas quatro Unidades de Observacdo de alho- cv Amarante livre
de virus. Duas foram instaladas no Municipio de Mirangaba e duas na localidade de Caatinga
de Moura, Municipio de Jacobina. Estiveram participando 22 pequenos produtores rurais dos
dois municipios.

m 2000 foram instaladas Unidades de validacdo nos seguintes locais e resultados obtidos:
uritis, MG- Fazenda Campininha, propriedade do Dr. Nicolau Ayoagui

implementada uma Unidade de Validagao com alho-semente livre de virus, comparando-se
~om o alho-semente utilizado por produtores, contaminado. F oram plantados 10 blocos com
4 m2 de alho, cultivar Amarante livre de virus e 10 blocos semelhantes com alho-semente
norimalmente utilizado por produtores, para comparacdo da producdo. Area plantada —80 m2.
Fesultados:parcelas alho-semente livre de virus- 24,45 kg, parcelas com alho-semente similar
=0 utilizado pelos produtores- 10,51 kg. Incremento de 132,6 % sobre o alho comum
zado pelo produtor.

T 0 m

Tentarios Gerais:

responsavel pela lavoura, o Sr. Jair Roberto Grenzel demonstrou incredulidade quando da
> antacao da unidade de observagao, pois achou os bulbilhos do material livre de virus
peguenos. Entretanto, ao fim do ensaio e apds a analise, ele ficou extremamente

; =do com a perspectiva de obtencao de alho-semente livre de virus de cultivares nobres
omo ‘Cacador' e 'Quitéria’.

Alem do peso total de bulbos ter sido maior, o numero e peso de bulbos nas classes 4 a 7 foi
maior no materal produzido a partir de alho livre de virus.

Agéncia Rural- GO

£z-se uma tentativa de se celebrar um Acordo com a Agéncia Rural visando a instalacao de
UVs em Goids. Propds-se um Plano de Trabalho, que foi enviado completo a chefia em 6 de
maio de 2000 para gque tomasse as providéncias cabiveis. Posteriormente, foi elaborada uma
minuta de contrato de cooperacado técnica, que foi enviada a Diretoria Técnica da Agéncia
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Rural, em de 6 de junho. Posteriormente, no dia 8 de junho recebeu-se de volta a minuta sem
ajustes e o contrato nao foi assinado entre as partes. Infelizmente pelo menos 4 UVs com a
validacédo do conceito de producado de alho-semente pelos préprios produtores poderiam ter
sido implementadas junto a aquela instituigdo.

EBDA

Foi implementada uma UV do conceito de produgdo de alho-semente livre de virus da cv
Amarante junto a um produtor na regiao de Taquarendi/Mirangaba, Regional de Jacobina da
EBDA. Foram produzidos 3,8 kg de alho-semente dentro do telado ¢ 16 kg fora do telado
(primeira multiplicagdo de alho-semente fora do telado). As quantidades de alho-semente
plantadas originalmente foram : dentro do telado- 1.800 bulbilhos e fora do telado - 4.000
bulbilhos livres de virus. As informagtes sobre os bulbilhos serdo enviadas ap6s a debulha
para o préximo plantio. Em 2002 informou-se que os bulbilhos apresentavam-se com baixo
poder de brotamento (apenas de 5%).

EMCAPER-ES

Foi elaborado um plano de trabalho para implementa¢ao com a EMCAPER, e negociado em
mar¢o de 2000. Por ele, foi instalada uma UV do conceito de produgdo prépria de alho-
semente na propriedade do Sr. Levi Espindula, da localidade de Garrafdo, municipio de Santa
Maria do Jetiba-ES. Infelizmente o alho-semente plantado foi perdido, com baixa porcentagem
de bulbificagdo no geral.

Prefeitura Municipal de Santa Maria do Jetiba- ES

Tentou-se estabelecer uma parceria com a Prefeitura Municipal daguele Municipio, importante
produtor de alho do Estado do Espirito Santo, elaborou-se o plano de trabalho detalhado para
a construcdo de um telado municipal para multiplicacdo de alho-semente livre de virus a partir
do alho obtida na Embrapa Hortalicas. Infelizmente, as negociagdes demoraram passou 0
periodo de plantio de alho na regido, ficando para o préximo ano. Apés a nova eleicao
municipal que ocorreu em 2000, os contatos ndo foram mais mantidos com o Secretério de
Agricultura do Municipio.

EMATER-DF

Conjuntamente com a Unidade de Articulagcdo Pesquisa Extensdo-UEPE, da EMATER-DF, e
com a parrticipagao do Dr. Romério José de Andrade, foi implementada uma UV do conceito
de producdo de alho-semente prépria em sistema organico de producédo de alho. O produtor
cooperante é o Engo. .Agro. Joe Carlo V. Valle, com extensa experiéncia em agricultura
organica no DF. Foram plantados 1.800 bulbilhos dentro de telado e 4.000 bulbilhos fora do
telado (primeira multiplicagdo em campo) totalmente em sistema orgénico de produgéo.

As produgbes nao foram recuperadas, apesar dos pedidos e da insisténcia do escritério de
articulagdo da EMATER na Embrapa Hortalicas.

Buritis, MG- Fazenda Celeste, propriedade do Dr. Nicolau Ayoagui

Em 2000 foi implantada uma Unidade de Validagdo do conceito de producgdo prépria de alho-
semente livre de virus com isolamento no espaco. O objetivo era comparar a importancia da
distancia de fontes de in6culo para isolamento de campos de producdo de alho-semente livre
de virus. A &rea total compreendia 78,5 ha. Os resultados obtidos ndo forarmn animadores,
pois apesar dos esforgaos de irrigagdo com uso de tratores e carretas, e outros cuidados por
parte do nosso cooperador e membro da equipe técnica do projeto, as parcelas plantadas ndo
apresentaram brotamento dos bulbilhos plantados. Pela uniformidade do problema de nao
brotacao, o problema pode ter sido causado por algum efeito residual de herbicida utilizado na
cultura anterior - soja.
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Em 2001 foram impiementadas as seguintes Unidades de Validagdo do conceito de produgdo
propria de alho-semente e resultados obtidos:

EBDA

Os 5.400 bulbilhos obtidos dentro do telado (aproximadamente 5 kg de bulbos) em 2000
foram novamente plantados dentro e foras do telado, para completar o primeiro ciclo de
multiplicacao fora do telado. Segundo os condutores {Unidade de Execugdo de
Taquarendi/Miranga), os bulbilhos produzidos ndo apresentaram uma brotagdo satisfatoria
{apenas 5%), que eles atribuiram a baixa qualidade dos bulhilhos por eles terem tido um ciclo
anormal, devido ao plantio tardio em 2000. Posteriormente todo o material foi perdido.

Ainda em 2001, foram repassados 3.000 bulbos livres de virus para plantio fora do telado. O
plantio ocorreu em 31 de maio e a colheita em 10 de setembro. Foram colhidos
aproximadamente 14 kg de bulbos curados, que foram armazenados para a continuidade dos
trabalhos na safra de 2002.

Unidade de Validagdao do conceito de producao propria de alho a partir de alho-semente livre
de virus, propriedade do Sr. Edson Norio Tanabe.

Foi elaborado o Plano de Trabalho e repassados os bulbithos de alho-semente livre de virus da
tv Amarante, e elaborado um convénio de Cooperagado Técnica.

Infelizmente o Sr. Edson Tanabe nao mais manteve contato com a Embrapa Hortalicas, e nem
o Sr. Péricles, estudante de pdés-graduagao da UNB/ Embrapa, que mantinha experimentos de
sua tese na propriedade do Sr. Tanabe, com alho-semente livre de virus, ndo mais conseguiu
ocalizar o Sr. Tanabe, que se mudou de Brasilia. Portanto, os dados podem ser considerados
~omo perdidos para este relatorio.

nstalacao de trés unidades piloto de multiplicagao de atho-semente livre de virus em
~ondigoes fitossanitarias controladas, junto a comunidades de pequenos produtores de alho-
onsumo, periodo de abril de 1999 a dezembro de 2001.

oi instalada uma Unidade junto a um produtor de alho de Damolandia- GO. O produtor
obteve bulbos nos telados e demonstrou interesse nas multiplicagoes posteriores.

n G «

Metas planejadas e executadas

Instalacdo de 7 Unidades de Observag¢do ou de Validagcao ou de Demonstragac de
tecnologia em condigdes reais de produgao por ano, com metodologia de produgédo de alho-
consumo a partir de alho-semente livre de virus;
periodo marco a dezembro de 1999, 2000, 2001:

Resultados: Foram instaladas 11 Unidades de validagdo ou de observagéo

2 - Instalacao de trés unidades piloto de multiplicagdo de alho-semente livre de virus em
condicoes fitossanitarias controladas, junto a comunidades de pequenos produtores de alho-
~onsumo, periodo de abril de 1999 a dezembro de 2001:

Resultados: foi instalada uma unidade.

Avaliacao final global

O subprojeto teve problemas na implementagado de Unidades de Validagédo tanto junto a
parceiros estatais como privados. Como se trata de um projeto de varios ciclos de plantio, ha
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a necessidade de se ter bem claras as responsabilidades e acordos assinados entre as partes,
0 que esta acarretando dificuldades no estabelecimento de parcerias.

Das 21 Unidades previstas foram implementadas 11, mas no aspecto qualitativo poucas
informagoes foram coletadas. Todavia, foram observadas que as produtividades podem ser
maiores quando se utilizaram alho-semente originalmente livre de virus. Em um local, Buritis
de Minas- MG, dentro de um sistema intensivo de producdo de alho- consumo, a
produtividade do alho produzido a partir de alho-semente livre de virus foi de 132,6% superior
ao produzido a partir de alho-semente similar ao utilizado pelos produtores, mesmo quando os
bulbilhos utilizados tenham sido de menor tamanho.

As recomendagbes seguem:

Em uma nova fase de projeto similar, estas atividades tém que continuar. Sem a validagdo em
condicdes reais ndo se tem uma tecnologia acabada, e portanto, as possibilidades de adocédo
serao menores ou nulas.

Municipios importantes de produgéo de alho e que ainda se interessem pela cv Amarante
seriam alvos preferenciais de novas atividades nesta linha de P&D.

Os instrumentos juridicos deveriam ser reavaliados e tornados os mais simples possiveis, para
que os produtores e mesmo instituigoes estatais ndo oponham obstéaculos a realizagdo de
trabalhos conjuntos.

Difusdo de tecnologias, processos, produtos,
servicos e conhecimentos e validacédo de
resultados

O subprojeto é basicamente de validagado e difusao de tecnologia. Nos resultados estédo
especificados o que, como, onde e para quem tentou-se realizar as atividades programadas.
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