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RESUMO GERAL

A expansdo da videira pelo mundo demonstrou a suscetibilidade das variedades de Vitis
vinifera a véarias doencas, principalmente aquelas causadas pelos fungos e bactérias, levando a
necessidade de implementacdo de programas de melhoramento genético para
desenvolvimento de novas cultivares resistentes as doencas e adaptadas as mais diferentes
regides. A técnica de resgate de embrifes tem possibilitado a selecdo de genotipos mais
promissores, pois permite 0 cruzamento entre variedades apirénicas. Entretanto, a
percentagem de plantas obtidas a partir das sementes-traco resultantes de cruzamentos entre
genitores apirenos ainda € muito baixa. Em contrapartida, o uso de reguladores de
crescimento antes da floracdo de cachos tem proporcionado um resultado bastante satisfatério
no aumento da populacdo de videira obtida através de resgate de embrides, além da época
ideal para coleta e resgate de embrides de cada genotipo. Dessa forma, objetivou-se nesse
trabalho verificar a influéncia da aplicacdo de ANA, AG3, BAP e a combinacdo de ANA +
BAP e BAP + AGS3, antes e ap0s a emasculacdo de cachos de videira na obtencdo de
populacdes hibridas, bem como a relacdo entre o tempo de inoculacdo de 6vulos e a época de
resgate de embrides realizados na regido do Vale do Sao Francisco. Os cruzamentos foram
realizados no Campo Experimental de Bebedouro e levados para o Laboratorio de
Biotecnologia da Embrapa Semiéarido, Petrolina-PE, onde foram contabilizados os nimeros de
bagas, niumero de 6vulos inoculados e embrides resgatados e germinados. De maneira geral,
0s cruzamentos de videira que receberam a aplicacdo de GA3 e ANA aumentaram
significativamente a quantidade de plantas hibridas obtidas. Para a época de coleta e resgate
foi observado uma maior quantidade de 6vulos inoculados e germinados quando coletados as
oito semanas ap0s a polinizacdo. Entretanto, o tempo de cultivo ndo influenciou nos
resultados obtidos, podendo serem resgatados aos 45 e 60 dias apds a inoculacéo dos évulos.

Palavras-chave: Vittis sp., reguladores de crescimento, uva sem semente, resgate de embrido,
melhoramento genético de videira.



ABSTRACT

Vine expansion around the world has shown its lack of resistance to various diseases,
especially those caused by fungi and bacteria, which has led to the creation of genetic
improvement programs that aim to create new cultivars resistant to diseases and adapted to
the most different regions. Genetic improvement and biotechnology have made it possible to
select more promising genotypes, in which case the embryo culture in the vine allows the
crossing between apirenic varieties, because in these the immature embryo aborts at the
beginning of development, not allowing seed formation. However, the percentage of plants
obtained from seed-traits resulting from crosses between apirenic parents is still very low. In
contrast, the use of growth regulators prior to flowering of bunches has provided a rather
satisfactory result in the increase of the vine population obtained through embryo rescue. The
objective of this work was to verify the influence of the application of NAA, GA3, BAP and
the combination of NAA + BAP and BAP + GAS3, before and after the emasculation of grape
bunches in obtaining hybrid populations and the relation between the time of owvules
inoculation and the time of embryo rescue. The crosses were carried out without Bebedouro
Experimental field to the Biotechnology Laboratory of Embrapa Semiarido, Petrolina-PE,
where they were counted in the numbers of berries, number of inoculated ovules and embryos
rescued and germinated. In general, grape crosses receiving an application of GA3 and NAA
significantly increased the amount of hybrid plants obtained. For a time of collection and
rescue, a larger number of inoculated and germinated ovules were observed when collected at
eight weeks after pollination. However, the culture time did not influence our results, being
able to be rescued at 45 and 60 days after inoculation of the ovules.

Keywords: Vittis sp., Growth regulators, Seedless grapes, embryo rescue, genetic grape
breeding.



INTRODUCAO GERAL

Taxonomicamente o género Vitis pertence a familia Vitaceae e engloba
aproximadamente 1.126 espécies que estdo amplamente distribuidas nas regiGes subtropicais e
temperadas. Dentre estas, destacam-se Vitis vinifera L. e Vitis labrusca L. que abrangem a
maioria das variedades cultivadas e produtoras de uvas, sendo elas de origem europeia e
americana, respectivamente. O género Vitis € o Unico que possui frutos comestiveis e €
considerado o de maior importancia econdmica. E caracterizado por apresentar plantas
trepadeiras, perenes, podendo ser monoicas ou dioicas, as inflorescéncias sdo opostas as
folhas, e as flores sdo hermafroditas perfeitas, masculinas ou femininas (Figura 1). As que
possuem flores de sexo separados geralmente sdo infrutiferas e bastante utilizadas como
porta-enxerto (LEAO; BORGES, 2009; SOUSA, 1996).

Figura 1. Representacdo da flor de videira. (A) Flor hermafrodita; (B) Flor feminina; (C) Flor masculina. Fonte:
SANTOS-NETO, 1955.

O cultivo da videira estd presente desde idades muito distantes. Vasos sagrados
encontrados em escavagdes na Turquia, na antiga cidade comercial de Kannish, mostraram
que a viticultura era praticada desde a idade do bronze, ha cerca de 3.500 anos A.C. No Brasil,
a videira foi introduzida em 1532, por Martim Afonso de Souza, na capitania de S&o Vicente,
a priori eram uvas finas (Vitis vinifera L.), trazidas de Portugal e da Espanha (LEAO;
POSSIDIO, 2000). Estes primeiros cultivos apresentaram problemas de adaptacdo no pais e
logo em seguida houve a expansdo do ouro e da cana de agUcar, 0 que fez com que a

viticultura ficasse praticamente esquecida por mais de 200 anos. Foi s6 entdo a partir de 1888,



com a abolicdo da escravatura e imigracéo italiana que houve o ressurgimento da cultura, com
a introducdo da cultivar americana Isabel (Vitis labrusca L.), que obteve sucesso por ser mais
rustica e adaptada as condicGes edafoclimaticas locais. A partir dai a cultura comecou a se
disseminar pelo pais, inclusive na regido Nordeste (SOUZA, 1996).

A expansdo das videiras pelo mundo demonstrou a sua grande suscetibilidade a
doencas na parte aérea da planta e a pragas de solo, sendo que através da comercializacdo
houve a propagacdo para outras regides onde a viticultura havia se desenvolvido sem as
pragas. Além disso, algumas doencgas fangicas que levam a necrose da planta (como o mildio
e oidio) destruiram muitos vinhedos na América e na Europa, nos anos de 1845 a 1885. A
sequéncia destes fatos levou a necessidade de desenvolvimento de programas de
melhoramento genético que tinham como objetivo mais importante a obtencdo de novas
cultivares, ndo sO adaptadas as novas condicdes ambientais impostas pela expansdo da
viticultura, como de resisténcia a uma série de doencas (SOUZA, 1996).

Por meio do melhoramento genético é possivel obter reducdo de custos, ganho de
produtividade e qualidade de frutos. Avancos significativos tém sido obtidos desde o0s
primordios da viticultura, por meio da selecdo individual, selecdo clonal, desenvolvimento de
novas cultivares via hibridacdes e, inclusive, pela obtencéo de plantas transgénicas, com o uso
da biotecnologia (CAMARGO, 2008).

Os primeiros trabalhos publicados sobre o melhoramento da videira no Brasil foram
escritos em 1895 por Pereira Barreto e seus colaboradores. Mais tarde, entre 1930 e 1940,
Paulino Recch, Nicolau Martorano e Pedro Araujo, dedicaram-se ao melhoramento da videira
obtendo espécies de valores comerciais (SANTOS-NETO, 1955). Entretanto, foi o Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) que langou inimeras cultivares, com destaque para os porta-
enxertos IAC 313, IAC 571, IAC 572 e IAC 766 (POMMER, 1993).

No Submédio do Vale do Sdo Francisco, regido semiarida e polo da viticultura
nacional, a biotecnologia tem sido utilizada principalmente na eliminacao de virus, na selecao,
manutencdo e multiplicacdo de plantas com caracteres desejaveis e na obtengcdo de novas
cultivares de uvas de mesa sem sementes (MELO, 2004). As cultivares tradicionais de Vitis
viniferas cultivadas nesta regido, ‘Thompson Seedless’ e ‘Sugraone’, apresentam produgdes
reduzidas e irregulares, além de elevada suscetibilidade a doencas, causando grandes
prejuizos aos viticultores da regifo (LEAO et al; 2013). Dessa forma, é necessario o

desenvolvimento de novas cultivares de uvas finas sem sementes, adaptadas as condicGes



edafoclimaticas brasileiras, resistentes as principais doengas acometidas na cultura, com
elevada fertilidade de gemas em campo e qualidade ajustada com as demandas de mercado
internacional (MAIA et al., 2012).

A apirenia tem determinacao genética e pode ser classificada por dois tipos: partenocarpia
ou estenoespermocarpia (PRATT, 1971). Na partenocarpia, ocorre o desenvolvimento do
fruto sem que haja fecundacdo das flores, ndo havendo vestigios de sementes. Ja a
estenoespermocarpia é caracterizada pela formacdo de sementes-traco no fruto, que sédo
praticamente imperceptiveis na degustacido (DAMIAO FILHO; MORO, 2001).

A estenoespermocarpia € caracterizada pela auséncia de sementes ou apirenia, 0 que
implica no uso de técnicas de cultura de tecidos, capazes de prevenir o aborto do embrido e de
promover seu desenvolvimento até a obtencdo da planta (MULLINS, 1990). Esta
caracteristica € uma heranca genética e é determinada pela formacdo de sementes-traco no
fruto, geralmente imperceptiveis na degustacdo. Nesse caso, 0 desenvolvimento do fruto
depende da fertilizacdo e formacdo do embrido, mas o desenvolvimento da semente ndo se
completa devido ao aborto do embrido e degeneracdo do endosperma (STOUT, 1936).

A técnica de resgate de embribes pode ser utilizada como ferramenta para o
melhoramento genético de videira. Isto pode ser feito por meio da coleta e cultivo in vitro de
Ovulos, seis a oito semanas ap06s a polinizacdo, com posterior resgate do embrido, que é
colocado para germinacdo em meio de cultura especifico. Na maioria das cultivares avaliadas
por Emershad et al. (1984), foi observado o inicio desse processo na oitava semana apos a
polinizacdo, mas alguns autores ja observaram este fenémeno ocorrer de 2 a 10 semanas apos
a polinizacdo. Através deste procedimento, sdo geradas plantulas com novas combinacfes
genéticas (STOUT, 1936; PASSOS, 1985; EMERSHAD; RAMMING; 1989; MELO, 2004).

Resultados mais importantes da aplicacdo da técnica de resgate de embrides imaturos
de uvas sem sementes comecaram a ser publicados somente em meados da década de 80 nos
Estados Unidos e em Israel. Com base nesses trabalhos, o resgate de embriGes passou a ser
utilizado nos programas de melhoramento da videira em diversos paises, como Austrélia,
Bulgéria, Franca, Africa do Sul, Argentina e Espanha. No Brasil a técnica vem sendo utilizada
desde o inicio da década de 1990 (AMARAL et al., 2001).

O resgate de embrides em videira permite o cruzamento entre variedades apirénicas,
pois nestas o embrido imaturo aborta no inicio do desenvolvimento, ndo permitindo a
formacédo da semente (EMERSHAD; RAMMING, 1984). Através do cruzamento entre estes



individuos €é gerada uma populagdo com variabilidade genética, na qual poderé ser praticada a
selecdo visando a obtencdo de um ou mais individuos que reinam caracteres de interesse
(LEAO; BORGES, 2009).

Cruzamentos entre variedades sem sementes podem originar 85% de progénies sem
sementes (CAIN et al., 1983; EMERSHAD; RAMMING, 1984). Entretanto, a eficiéncia na
obtencgéo de plantas a partir da utilizagdo das sementes-trago de cruzamentos entre genitores
apirenos ainda é baixa, representando um aproveitamento que varia entre 2 e 15%
(BARLASS et al., 1988; AMARAL et al., 2001, RAZI et al., 2013), o que implica o uso de
outros artificios para aprimorar a técnica.

O sucesso no resgate de embrides imaturos de plantas, especialmente da videira,
depende em grande parte da sua fase de maturidade, idade do 6vulo e a composi¢do do meio
de cultivo (SHARMA et al., 1996; LI et al., 2014). No entanto, o uso de reguladores de
crescimento antes da floracdo também tem proporcionado um resultado bastante satisfatorio
sobre 0 aumento da populacdo de videiras obtidas através de resgate de embribes
(BORDELON; MOORE, 1994; BARATHY et al., 2003).

Por outro lado, as plantas sdo capazes de produzir substancias organicas naturais
comumente denominadas de fitormonios, as quais causam respostas fisioldgicas sobre o seu
desenvolvimento, podendo atuar e influenciar em diversos locais do vegetal. Entretanto,
havendo a necessidade de aumentar o desempenho produtivo da planta, substancias sintéticas
que produzem efeito semelhante podem ser empregadas, sendo denominadas de reguladores
de crescimento ou fitorreguladores (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os fitorreguladores mais utilizados sdo as auxinas, citocininas, giberelinas, &cido
abscisico e etileno (TAIZ; ZEIGER, 2017). Os reguladores comecaram a fazer parte dos tratos
culturais da videira com diversas finalidades, dentre elas no aumento do tamanho das bagas,
bem como no controle do crescimento vegetativo, aceleracdo ou retardo da maturacdo dos
frutos, maior inducdo no enraizamento de estacas, e influéncia na micropropagacéo (PIRES;
MAIA, 2012).

A combinacdo no uso de reguladores tem mostrado efeitos benéficos para as plantas,
visto que sdo necessarios para estimular a divisdo celular. A agdo conjunta das citocininas
com auxinas, por exemplo, tem atuado na definicdo dos meristemas e no caule ou raiz que
sera formado (SKOOG & MILLER, 1957). Entretanto, as citocininas podem contrastar o

efeito das auxinas, pois estas sdo responsaveis pela expanséo celular nos tecidos dos frutos,



ainda que a quantidade de auxina seja maior na semente que nas células do fruto ao seu redor
(KERBAUY, 2012). As citocininas por sua vez, difundem-se nas sementes e como repositorio
para a divisdo celular no ovario, agindo nos meristemas de embrifes sendo, portanto,
fundamentais para o desenvolvimento da semente (ATKINS et al., 1998).

As giberelinas estdo associadas a promog¢do do crescimento caulinar e a inducdo de
crescimento da altura das plantas. Em embrides imaturos € encontrada uma concentracao
muito grande de acido giberélico, ocorrendo além da sua sintese, liberacdo de giberelina no
endosperma durante a germinacdo (TAIZ; ZEIGER, 2017). Em acdo conjunta com
citocininas, as giberelinas também promovem a germinacdo e minimizam os efeitos
inibitérios do ABA (GUERRA, 2004).

As auxinas, possivelmente, causam um aumento das paredes celulares, alcancando
uma maior absorcdo e retencdo de agua e solutos. Contudo, relata-se que é possivel que a
semente em desenvolvimento ou 0 embrido produzam outra molécula sinalizadora, além da
auxina, que em ac¢do conjunta regularia a expansao e a atividade de dreno das células do fruto
circunvizinhas as sementes e induziria o aumento de volume (MERCIER, 2004).

A aplicacdo de reguladores de crescimento, antes ou depois da floracdo, tem sido
utilizada com bastante sucesso para aumentar o desenvolvimento das sementes-trago em
cruzamentos de uvas estenoespermocarpicas (BORDELON; MOORE, 1994; BHARATHY et
al, 2003; KHOSHANDAN et al., 2017), assim como testes de melhores épocas para a sua
coleta em campo, considerando também a influéncia do genoétipo utilizado (GUO et al, 2011,
Jletal, 2013; LIU et al, 2013).

Dessa forma, objetivou-se no presente trabalho verificar a eficiéncia da aplicacdo de
reguladores de crescimento na obtencdo de plantas hibridas de videira, bem como a relacéo
entre a melhor época para coleta de cachos no campo e a inoculagdo de évulos utilizando a

técnica de resgate de embrides e ferramentas de seu cultivo in vitro.
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RESUMO

A obtencdo de novas cultivares de uvas finas sem sementes é uma das principais atividades
dos programas de melhoramento genético de videira. Para isso sdo utilizadas técnicas de
resgate de embrides que, associados a outros métodos como a aplicacdo de reguladores de
crescimento, possibilitam a obtencdo de maiores quantidades de plantas. O presente estudo
teve por objetivo avaliar a eficiéncia da aplicacdo de regulares de crescimento na obtengéo de
embrides provenientes de dois cruzamentos de videira. Foram realizadas duas pulverizacGes
nos cachos, utilizando-se ANA, BAP, AG3 e a combinacdo de ANA + BAP e BAP + AG3,
sendo a primeira dez dias antes da floracdo, e a segunda sete dias ap6s a emasculacdo das
flores. Os Gvulos obtidos foram inoculados em meio proposto por Galzy, suplementado com
30g/L de sacarose, 0,1g/L de inositol, 0,002 g/L de glicina, 0,1mg/L de &cido indolacético
(AIA) e 5¢/L de agar, com pH ajustado para 5,7. Foram quantificados o nimero de bagas e de
ovulos produzidos, 0 numero de embrides resgatados, e apds 60 dias de cultivo em meio de
cultura, o nimero de embrifes germinados de cada tratamento. Os cachos que receberam a
aplicacdo de GA3 ou ANA no cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘CG 351’ e de apenas AG3 no
cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’, obtiveram um aumento significativo da quantidade
de plantas hibridas (20%), quando comparadas ao controle. Entretanto, o efeito foi negativo
quando as pulverizagdes foram realizadas utilizando combinagdes de reguladores com BAP.

Palavras-chave: Vitis spp., Videira, Melhoramento genético, Estenoespermocarpia,

Hibridizacao.



ABSTRACT

Obtaining new seedless fine grapes cultivars is one of the main activities of genetic breeding
programs of vine. For this, embryo rescue techniques are used, which, together with other
methodologies such as the application of growth regulators, allow obtaining larger quantities
of plants obtained. This study aimed to verify the effect of application of plant growth
regulators in order to obtain hybrid populations through the in vitro embryo rescue in two
crosses of grapevine. Two sprays were applied to the bunches, using NAA, BAP, GA3 and a
combination of NAA + BAP and BAP + GAS, a first, ten days before flowering and a second,
seven days after flower emasculation. The ovules obtained were inoculated in a medium
proposed by Galzy (1964) supplemented with 30g/L sucrose, 0,1g/L inositol, 0,002¢/L
glycine, 0,1mg/L indoleacetic acid (AlA) and 5¢g/L of agar, with pH adjusted to 5.9. Were
quantified the number of berries and ovules produced, the number of embryos rescued, and
after 60 days in culture medium, the number of germinated embryos of each treatment also
were quantified. The bunches that receive an application of AG3 or NAA at the cross' Marroo
Seedless' x 'CG 351’ and only GA3 at the 'Marroo Seedless' x 'Jupiter’, achieved a significant
increase in the amount of hybrid plants (20%) when compared to the control. However, the
effect was negative when spraying was performed using combinations of the phytoregulators.

Keywords: Vitis spp., Genetic breeding, Stenoespermocarpy, Hybridization.
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INTRODUCAO

A viticultura é uma das atividades econdmicas mais importantes no Vale do Submédio
do Sdo Francisco. Seu desenvolvimento ganhou destaque no cenario nacional, ndo apenas
pelo volume de producdo, mas especialmente pelos altos rendimentos obtidos e pela qualidade
da uva produzida (TECCHIO et al., 2014). No ano de 2016, a producdo nacional de uvas foi
de aproximadamente 973 mil toneladas, em uma area colhida de 77 mil hectares. Desse total,
cerca de 243 mil toneladas foram produzidas somente em Pernambuco, gerando um
rendimento médio de 35 toneladas por hectare (IBGE, 2017), o que demonstra o elevado nivel
de tecnologia empregado na regido.

A producéo de uvas finas sem sementes das cultivares ‘Thompson Seedless’, ‘Crimson
Seedless’ e ‘Sugraone’ foram as mais importantes economicamente até a Ultima década, mas
apresentaram pouca adaptacdo ao ambiente tropical, levando ao aumento dos custos de
producdo devido as baixas produtividades, irregularidade entre safras, suscetibilidade ao
mildio, oidio e & rachadura de bagas, causando grandes prejuizos aos viticultores (LEAO,
2013). Estes fatos despertaram o interesse pela introducéo de novas cultivares e diversificacdo
da matriz produtiva de uvas de mesa nesta regido.

Deste modo, um dos maiores desafios da viticultura nacional, principalmente na
producdo de uvas para exportacao, € o desenvolvimento de novas cultivares de uvas finas sem
sementes, que apresentem adaptacdo as condi¢cdes edafoclimaticas brasileiras e qualidade
ajustada com as demandas de mercado internacional (MAIA, 2012).

Nesse caso, um dos métodos que vém sendo utilizados na obtencdo de novas cultivares
de uvas sem sementes é a técnica de resgate de embribes imaturos, por apresentar maior
eficiéncia devido ao aumento da frequéncia de individuos sem sementes na progénie (MELO,
2004). Entretanto, a percentagem de embriGes obtidos nos trabalhos realizados no Vale do
S40 Francisco ainda é muito baixa (LEAO et al, 2013; NUNES et al, 2014; NUNES et al,
2015).

Outro método utilizado com bastante sucesso é a aplicacdo de fitorreguladores antes,
durante ou apds a floracdo para aumentar o desenvolvimento de sementes traco em
cruzamentos de uvas sem sementes. Alguns relatos mostram que cultivares de uvas sem

sementes tratadas com reguladores apresentaram um aumento significativo no tamanho dos
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Ovulos e na quantidade de embrides germinados, resultando na obtencdo de uma maior
populacdo de plantulas hibridas (LEDBETTER; SHONNARD, 1990; BORDELON, 1994;
BHARATHY, 2005).

Aguero et al. (1995) e Bharathy et al. (2003), utilizando pulveriza¢Ges com benziladenina
(BA) em cachos resultantes de cruzamentos realizados em cultivares sem sementes,
observaram o aumento no tamanho dos 6vulos no momento do resgate de embriGes, e maior
percentagem na obtencdo de plantas hibridas. O uso de pulverizacdes com giberelina
também tem mostrado resultados satisfatorios, Ledbetter e Shonnard (1990) obtiveram um
percentual de 56% na germinacdo de sementes-traco da cultivar 'C35-33', quando comparado
ao tratamento controle, que obteve apenas 12,4%.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi verificar a eficiéncia da aplicacdo de
reguladores de crescimento na obtencdo de populagdes de videira, a fim de aumentar o

numero de plantulas hibridas obtidas nas progénies.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Os cruzamentos foram realizados em videiras cultivadas no Campo Experimental de
Bebedouro da Embrapa Semiéarido, Petrolina, PE, localizada nas coordenadas geogréficas
09°09' S e 40°22"' W e altitude de 365,5 m. O procedimento utilizado foi de emasculagdo do
progenitor feminino e polinizacdo proposto por Santos-Neto (1955) (Figura 1). Os grdos de
polen utilizados foram coletados anteriormente e armazenados em dessecador. Como
progenitor feminino foi utilizado a cultivar ‘Marroo Seedless’ e como masculino as cultivares
‘CG 351 ou Arizul’ e ‘Jupiter’. As cultivares foram selecionadas de acordo com a eficiéncia

genotipica na realizagcdo dos cruzamentos em trabalhos anteriores (NUNES et al, 2015).

Reguladores de crescimento

O experimento foi conduzido em dois tipos de cruzamentos (cruzamento 1: ‘Marroo
Seedless’ x ‘CG 351°) e (cruzamento 2: ‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’), sendo conduzidos em
delineamento experimental inteiramente casualizados, com seis tratamentos, sendo cinco

tratamentos com a aplicacdo de diferentes doses isoladas ou combinadas de reguladores de
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crescimento, e uma testemunha (controle) sem essa aplicacdo. Os reguladores de crescimento
utilizados foram o &cido naftalenoacético (ANA), a benzilaminopurina (BAP) e o &cido
giberélico (GA3) (Tabela 1).

As aplicacdes foram realizadas em dois periodos: 10 dias antes da floragdao e 7 dias
apos a polinizacao, em 5 plantas com a mesma época de poda, conforme trabalhos realizados
por Bharathy et al. (2005). As solugdes com os fitorreguladores foram preparadas no mesmo
dia da aplicagdo. Os compostos quimicos foram pesados, diluidos em seus solventes
apropriados e colocados em pulverizadores de spray individuais. Foram adicionadas duas

gotas de espalhante adesivo para melhor fixagdo e absor¢cdo do produto.

Tabela 1. Reguladores de crescimento e doses utilizadas em pulverizacbes de cachos de
videira na Embrapa Semiéarido, Petrolina-PE, 2018.

Regulador 12 aplicacao Doses 2% aplicacdo Doses
(d.a.f) (mg/L) (d.a.e)? (mg/L)
ANA 10 20 7 20
BAP 10 50 7 50
GA3 10 50 7 50
ANA+BAP 10 20+50 7 20+50
BAP+GA3 10 50+50 7 50+50
Controle 0 0

Id.a.f: dias antes da florac&o; 2d.a.e: dias ap0s a emasculacao

Inoculacao de ovulos

Cinco cachos de cada tratamento foram emasculados e polinizados, sendo coletados
sete semanas apos a polinizacdo e levados para o Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa
Semiéarido. Em camara de fluxo laminar foi realizado a desinfestacdo das bagas, por meio de
lavagem em agua destilada autoclavada, imersdo em alcool a 70% (v/v) por 1 minuto e em

hipoclorito de sodio a 0,2% por 20 minutos sob agitag&o.

Apo0s a desinfestacdo das bagas, os 6vulos foram extraidos e inoculados em tubos de
ensaio contendo meio de cultura proposto por Galzy (1964), suplementado com PVP (0,0015
g/L), inositol (0,1 g/L), glicina (0,002g/L), agar (4,0 g/L) sacarose (30g/L), e pH ajustado para
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5,9 antes da autoclavagem a 120 °C por 20 min. Posteriormente, o material foi mantido em

sala de crescimento com fotoperiodo de 16h e temperatura de 23+27 °C.

Resgate de embrides

Aos 45 dias apos a inoculagdo dos 6vulos foi realizado o isolamento e a inoculacéo
dos embrides produzidos em novo meio de cultura. Foi utilizado o meio de cultura WPM
(LLOYD & McCOWN, 1980), suplementado com sacarose (30g/L), inositol (0,1g/L), glicina
(0,002g/L), BAP (1mg/L), PVP (0,1g/L), &gar (5,0 ¢g/L), sendo o pH ajustado para 5,9 antes
da autoclavagem. O material foi cultivado em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h,

temperatura de 25+2 °C e radiacdo fotossintética ativa de 40 umol.m*™,

Avaliagdes

Foram quantificados o nimero de bagas e de 6vulos produzidos (no momento da
inoculacdo de bagas), o numero de embrifes resgatados (no momento do resgate), e apos 30
dias de cultivo em meio de cultura, o nimero de embries germinados de cada tratamento. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o programa estatistico Sisvar
(Ferreira, 2000), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencéo de embriBes de videira

De uma maneira geral as percentagens de resgate de embribes foram
significativamente maiores nos cachos dos tratamentos que receberam as pulverizagdes com
reguladores GA3 e ANA, quando comparados aqueles do tratamento controle e em
combinacdo com BAP. Para 0 nuimero de bagas produzidas, foi observado uma maior
guantidade no tratamento controle (183) do cruzamento 1. Ja no cruzamento 2 a maior
guantidade foi obtida no tratamento ANA + BAP (333). Entretanto, os valores de 6vulos

inoculados, embrides resgatados e germinados ndo foram influenciados pela quantidade de
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bagas obtidas. De acordo com Fregoni (1987), bagas com maiores nimeros de sementes
apresentam teores hormonais mais elevados, o que pode estar relacionado com a baixa
obtencdo de embribes nos tratamentos onde foram obtidos os maiores nimeros de sementes
(Tabela 2).

Tabela 2. Efeito de aplicacdes de reguladores de crescimento em cachos resultantes do
cruzamento de videiras sobre o resgate e a obtenc¢do in vitro de embriGes zigéticos.

Numero de Numero de - Embrides
, Embrides .
Tratamento baga_s _ ovulos resgatados (%) germinados
produzidas inoculados (%)
Cruzamento 1: ‘Marroo Seedless’ x ‘CG 351°
CONTROLE 183 170 36.46 C 21.76 b
ANA 98 60 63.33 a 48.33 a
BAP 161 216 3194 c 21.75b
GA3 60 68 63.23 a 47.05a
ANA + BAP 161 86 23.26 d 12.79c
BAP + GA3 130 79 51.90 b 27.82 b
CV (%) 6,68 13,18
Média 45,02 29,93
Cruzamento 2: ‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’
CONTROLE 275 318 25.15d 18.55d
ANA 161 218 50.91b 27.97c
BAP 247 158 48.10 b 3291b
GA3 182 221 56.11a 40.72 a
ANA + BAP 333 76 38.16 ¢ 17.10d
BAP + GA3 309 139 49.72 b 28.13 ¢
CV (%) 3,71 5,80
Média 44,69 27,56

Meédias seguidas das mesmas letras em cada coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os cachos tratados com ANA geraram um maior valor percentual de embribes
regatados no cruzamento 1 (63,33%). Os cachos tratados com GA3 se destacaram nos dois
cruzamentos realizados, com valores médios de 63,23% e 56,11%, respectivamente. Por outro
lado, os menores valores percentuais de resgate de embrido foram obtidos com o uso da
combinacdo de ANA + BAP, e também no tratamento controle para os dois tipos cruzamentos
avaliados. Os embrifes apresentaram coloragé@o branca e brilhante situados na extremidade do

ovulo, sendo encontrado em sua maioria, em estadio de desenvolvimento torpedo.
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Aguero et al. (2000), estudaram os efeitos da aplicagéo de reguladores de crescimento
em cultivares sem sementes, e demonstraram que o uso de giberelina foi eficaz para o

desenvolvimento de sementes-traco, confirmando a acdo indutiva de crescimento do GA3.

Na Tabela 2 observa-se ainda que a aplicacdo de ANA ou GA3 nos cachos foi mais
eficiente do que a aplicacdo de BAP para induzir a germinacdo de embriGes, com um
percentual de obtencéo de 48,33 e 47,05% de embrides germinados no cruzamento 1, quando
comparadas com o tratamento controle que obteve 21,76 e 18,55% respectivamente.
Entretanto, quando associados a outros reguladores (combinacbes ANA + BAP e BAP +
GAB3) observa-se uma diminuicédo significativa da germinacgdo. Este resultado provavelmente
indica uma consequéncia da associacdo com o BAP, ja que as citocininas podem ter efeito
antagonico a outros reguladores, pois sdo responsaveis pela divisao e expansdo celulares nos
tecidos dos frutos, ainda que a quantidade dos outros reguladores seja maior na semente que
nas células do fruto ao seu redor (KERBAUY, 2012). Por outro lado, o efeito de cada
regulador também estd relacionado aos genotipos envolvidos, podendo induzir respostas
diferentes em cada caso. Como exemplo, podemos citar os resultados relatados por Barathy et
al (2005) e Khoshandan et al (2017), que observaram um maior percentual de germinacédo de
embrides quando os cachos das cultivares ‘Thompson Seedless’ e ‘Flame Seedless’ foram

pré-tratados com a citocinina BAP, obtendo 47,5% e 33% de germinacéo, respectivamente.

CONCLUSOES

A aplicacdo de GA3 e ANA em cachos de videira resultantes do cruzamento entre
‘Marroo Seedless’ x ‘CG 351°, e de apenas do GA3 em cachos resultantes do cruzamento
‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’, aumentou significativamente a percentagem de embrides
resgatados e plantulas desenvolvidas. Entretanto, quando se utiliza esses reguladores de

crescimento em combinagdes, esse efeito passa a ser negativo.
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CAPITULO 2

DIFERENTES EPOCAS DE INOCULACAO E RESGATE DE EMBRIOES
NA OBTENCAO DE POPULACOES HIBRIDAS DE VIDEIRA
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RESUMO

A técnica de resgate de embries de uvas sem sementes previne o aborto do embrido imaturo
e através de metodologias do cultivo in vitro promovem o seu desenvolvimento até a obtencédo
da planta. O aborto do embrido ocorre em varios periodos variaveis pés-fertilizacéo e a época
em que os Ovulos sdo coletados é determinante para o sucesso do resgate. O objetivo desse
estudo foi determinar os melhores periodos de coleta e cultivo in vitro de 6vulos de videira
em dois cruzamentos. Foram coletados seis cachos de cada cruzamento em trés épocas
distintas (6, 7 e 8 semanas apds a emasculacédo) e o resgate ocorreu aos 45 e 60 dias apos a
inoculacdo dos 6vulos. Os embrides resgatados foram inoculados em meio de cultura WPM,
suplementado com sacarose (30g/L), inositol (0,1g/L), glicina (0,002g/L), BAP (1mg/L), PVP
(0,1g/L), agar (5,0 g/L) e pH ajustado para 5,9. Foram avaliados os numeros de 6vulos
produzidos, de embribes resgatados e de embrides germinados. A maior quantidade de dvulos
produzidos embrides germinados foi observada no cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS
Vitoria’, quando os cachos foram coletados oito semanas apds a polinizacdo. O tempo de
cultivo in vitro néo influenciou nos resultados obtidos, podendo-se resgatar os embries aos
45 ou 60 dias apo6s a inoculagdo dos 6vulos.

Palavras-chave: Melhoramento Genético, Meio de cultura, Polinizagdo, Uva.
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ABSTRACT

The technique of embryo rescue of seedless grapes cultivars is very efficient, since it prevents
the abortion of the immature embryo and through in vitro cultivation methodologies promote
its development until a plant is obtained. Abortion of the embryo in various post-fertilization
variable periods and a time when the ovules are collected and determinant for the success of
the rescue. The objective of the study was to determine the best periods of collection and in
vitro cultivation of grapevine at two crosses. Six clusters of each cross were collected at three
distinct times (6, 7 and 8 weeks after emasculation) and rescue occurred at two times (45 and
60 days after inoculation of the eggs). The embryos were inoculated in WPM medium
supplemented with sucrose (30g/L), inositol (0,1g/L), glycine (0,002g/L), BAP (1mg/L), PVP
(0,1g/L), agar (5,0 g/L) and pH adjusted to 5.9. The numbers of ovule produced, rescued
embryos and germinated embryos were evaluated. The highest number of ovules produced
and germinated embryos were observed at the 'Marroo Seedless' x 'BRS Vitdria' cross, when
the bunches were collected eight weeks after pollination. The in vitro culture time did not
influence the results obtained, and the embryos could be rescued at 45 or 60 days after
inoculation of the ovules.

Keywords: Genetic breeding, Culture médium, Pollination, Grape.
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INTRODUCAO

A expanséo da viticultura pelo mundo tornou o Brasil um grande exportador de uvas in
natura, com a vantagem de conseguir produzir os frutos durante o ano todo. Entretanto, as
melhores demandas do consumo no mercado sdo por uvas sem sementes. Nesse caso, a
producdo das cultivares tradicionais apirénicas (ou sem sementes) apresenta elevado custo de
producdo, baixa produtividade, rachadura de bagas e falta de resisténcia a varias doengas. Este
cenario gerou a necessidade de programas de melhoramento que desenvolvessem novos
gendtipos mais adaptados de uva sem sementes, e que atendessem as exigéncias do mercado
consumidor (NACHTIGAL, 2005).

A necessidade da obtencdo de novas cultivares sem sementes com grande variabilidade
genética, através de cruzamentos para a selecdo de individuos apirénicos superiores, motivou
0 abandono da partenocarpia e a adogdo da estenoespermocarpia por todos os programas de
melhoramento (CAMARGO et al., 1999). Como consequéncia é necessario o uso de técnicas
de resgate de embrido, capazes de prevenir o seu aborto, promovendo seu desenvolvimento
até a obtencdo da planta (STOUT, 1936).

As hibridizacbes sdo realizadas com progenitores femininos emasculados e fecundados
com graos de pélen de outro progenitor masculino, sendo realizado ha bastante tempo para
gerar populacbes de uva sem semente com novas combinacdes genéticas (BARLASS E
RAMMING, 1988; RAMMING et al., 1990).

Por outro lado, foi observado nesses cruzamentos que ocorre 0 aborto do embrido em
periodos variaveis pos-fertilizacdo. Devido a isso, torna-se necessario 0 uso da técnica de
resgate de embrides, buscando viabilizar o sucesso na obtencdo dos hibridos. Além disso,
estudos em videira tém mostrado que os principais fatores que influenciam no resgate de
embrides sdo a idade do Ovulo apos a sua remogdo e o meio de cultura utilizado (Li, 2014).
Na maioria das cultivares avaliadas por Emershad et al. (1989) foi observado o inicio deste
processo entre a sexta e a décima semana apds a polinizacdo. Além disso, a época de
maturacdo de cada genotipo também influenciou na obtencdo de embrides resgatados e
germinados, onde os de maturacdo tardia apresentaram 0s menores valores de embrides
resgatados e germinados (POMMER, 1995).
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O presente trabalho teve como objetivo determinar os melhores periodos pos-fertilizacao
para coleta e de cultivo in vitro de 6vulos de videira, visando o resgate e o desenvolvimento

de embrides zigoticos para geracao de populacdes hibridas de uvas de mesa.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Os cruzamentos foram realizados no periodo de 08/08/2016 a 31/08/2016, em videiras
cultivadas no Campo Experimental de Bebedouro da Embrapa Semiarido, Petrolina-PE,
localizada nas coordenadas geograficas 09°09' S e 40°22" W e altitude de 3655 m. Foi
utilizado o procedimento classico de emasculacdo do progenitor feminino seguido de
polinizagcdo manual, conforme descrito por Neto (1955). Como progenitores femininos foram
utilizadas as cultivares ‘CNPUV 24’ ¢ ‘Marroo Seedless’, e como masculinos as cultivares
‘BRS Vitoria’ e ‘CG 102295°, em dois cruzamentos: ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitoéria’ e
‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295°. A época de maturagdo de cada genotipo foi determinada de
acordo com trabalhos realizados por Ledo et al. (2013) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas e maturacdo dos gendtipos de videira utilizados nos
cruzamentos realizados no Campo Experimental de Bebedouro da Embrapa Semiérido,
Petrolina-PE, 2018.

Genotipos Espécie Origem Fenologia = Maturacgao
o o _ ‘BRS Linda’ x ‘CNPUV
BRS Vitéria Hibrido interespecifico 681-29° 95 Precoce
CG 102295 Vitis vinifera L. - 104 Mediana
CNPUV 24 Hibrido interespecifico Sl 110 Mediana
o ] ‘Carolina Blackrose’ x )
Marroo Seedless  Hibrido interespecifico ‘Ruby Seedless’ 106 Mediana

Sl- ndo héa informag0es divulgadas deste hibrido, visto que ele ainda esti em fase de experimentagéo.

Inoculacao de ovulos

Dezoito cachos de cada cruzamento foram emasculados e polinizados. Em seguida,

seis cachos de cada cruzamento foram coletados (Figura 1A) em trés épocas (seis, sete e oito
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semanas apds a polinizacdo — s.a.p.) e levados para o Laboratério de Biotecnologia da
Embrapa Semiarido, onde foi realizado a desinfestacdo das bagas (Figura 1B) em camara de
fluxo laminar, por meio de lavagem em agua destilada autoclavada, imersdo em alcool a 70%

por 1 minuto e em hipoclorito de s6dio a 20% por 20 minutos sob agitacéo.

Apds a desinfestacdo das bagas, os dvulos foram extraidos (Figura 1C) e inoculados
em tubos de ensaio contendo meio de cultura proposto por Galzy (1964) (Figura 1D),
suplementado com PVP (0, 15 g/L), inositol (0,1 g/L), glicina (0,002g/L), agar (4,0 g/L)
sacarose (30g/L), e pH ajustado para 5,9 antes da autoclavagem a 120 °C por 20 min.
Posteriormente, foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16h e

temperatura de 23+2 °C.

Figura 1. Etapas da coleta, desinfestagdo e inoculagdo in vitro de 6vulos de videira. A- Coleta de cacho; B-

Desinfestacio de bagas; C- Extracdo de 6vulos; D- Ovulo inoculado em meio de cultura. Fotos: Autora, 2017.

Resgate de embribes

A quantidade total de évulos obtidos de cada cruzamento foi dividida em dois lotes
(lote 1 e lote 2), sendo realizado o resgate dos embrides aos 45 dias (lote 1) e 60 dias (lote 2)
apos a inoculacdo dos mesmos. O procedimento foi realizado com o auxilio de microscopio
estereoscopio e 0s embrides resgatados foram inoculados em meio de cultura WPM (LLOYD;
McCOWN, 1980), suplementado com sacarose (30g/L), inositol (0,1g/L), glicina (0,002g/L),
BAP (1mg/L), PVP (0,1g/L), agar (5,0 g/L), sendo o pH ajustado para 5,9 antes da
autoclavagem. Os embrides resgatados foram cultivados durante 60 dias em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 h, temperatura de 25+2 °C e radiacdo fotossintética ativa

de 40 pmol.m™?,
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Avaliagdes

Foram avaliados os numeros de dvulos produzidos, de embrifes resgatados e de
embrides germinados. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x3x2 (2 cruzamentos, 3 épocas de coleta dos Gvulos e 2 épocas de cultivo dos
ovulos) em trés repeticbes. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o Sistema de
Andlise Estatistica para Microcomputadores — SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984) e os
dados transformados para raiz (x + 0,5), sendo as médias comparadas a 5% de significancia
pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta 0s resultados para os numeros de Ovulos produzidos, de
embrides resgatados e de embribes germinados em seis, sete e oito semanas ap0s a
polinizagdo, nos dois cruzamentos de videira realizados (C1: ‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295° e
C2: ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitoria®).

As respostas foram significativamente diferentes nos dois cruzamentos realizados para
todas as varidveis analisadas. A maior quantidade de dvulos obtidos e inoculados foi
observada no C2, quando os mesmos foram coletados oito semanas apo6s a polinizacdo. Ja
para 0 C1 ndo ocorreu 0 mesmo, sendo obtido um maior nimero de évulos sete semanas apos
a polinizacdo. De maneira geral, para estes cruzamentos, 0s maiores valores médios de 6vulos

foram obtidos oito semanas apés a polinizacéo (54,9 6vulos).

Em trabalhos realizados por Ji et al (2013), as melhores épocas para obtencdo de
6vulos também foram bem distintas para cada cruzamento realizado, variando de cinco até
nove semanas apos a polinizagdo. Estes resultados demonstram que a época ideal para coleta e
inoculacdo dos Ovulos ou sementes traco varia em funcdo dos gendtipos utilizados como

genitores.



31

Tabela 2. Nameros de 6vulos produzidos e inoculados, embribes resgatados e embribes
germinados em dois cruzamentos de videira, com inoculacdo dos Gvulos as seis, sete e
oito semanas apo6s a polinizacdo. Campo Experimental de Bebedouro da Embrapa
Semiarido, Petrolina — PE, 2018,

Ovulos produzidos e inoculados

g;:f:m::sg/ 6s.a.p’ 7s.ap 8s.a.p Média
C1 36,6 aC 61,9 aA 41,3 bB 46,0 A
C2 16,6 bB 17,3 bB 77,6 aA 32,3B
Média 26,6 C 396 b 59,4 a
CV (%) 3,15
Embribes resgatados
cf\l_rrl;izmggtg/ 6s.a.p 7s.a.p 8s.a.p Média
C1 4,89 bB 8,66 aA 4,16 bB 5,76 B
C2 2,62 cC 4,14 bB 26,21 aA 8,68 A
Média 3,7¢c 6,4b 152 a
CV (%) 7,35
Embribes germinados
cf\l_rrl;izmggtg/ 6s.a.p 7s.a.p 8s.a.p Média
C1 1,36 aA 2,15 aA 2,31 aA 1,92B
C2 0,93 bB 1,08 bB 14,7 aA 3,99 A
Média 1,14 b 1,61b 8,5a
CV (%) 12,16

!Médias seguidas por letras distintas minGsculas na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia;’C1: ‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295” ¢ C2: ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitéria’); %s.a.p.: semanas ap6s a polinizagio

Em relacdo ao nimero médio de embries resgatados (Tabela 2), houve diferenca
entre os periodos para os dois cruzamentos. O melhor periodo para inoculacdo de dvulos e
resgate de embrides para o C1 foi em sete semanas apds a polinizacao, enquanto para o C2 foi

em oito semanas apdés a polinizacao.

No caso do nimero de embrifes germinados, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos no C1. No processo de estenoespermocarpia o0 desenvolvimento do embrido e do
endosperma ocorre logo apos a fertilizagdo. Entretanto, de trés a seis semanas inicia-se um
processo de degeneracdo do endosperma, resultando na formacéo de frutos com tragos de
sementes devido a morte do embrido (CAMARGO et al., 1999). Por outro lado, observou-se
no C2 maiores valores quando os évulos foram inoculados oito semanas apos a polinizagéo.

Nesse caso, 0 ciclo de cada gendtipo, bem como a interacdo de suas caracteristicas
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moleculares (genes) sdo fundamentais para o estabelecimento de novos gendtipos apirénicos.
As diferentes respostas obtidas nos resultados observados entre os dois tipos de cruzamento
podem estar relacionadas com diferencas genotipicas e de compatibilidade genética,
resultantes de hibridacdes anteriores, bem como com as taxas de fertilizacdo de cada
individuo (LIU et al 2003; SUN et al, 2011).

N&o houve diferenca significativa nem interacdo entre os dois periodos de cultivo in
vitro dos embrifes resgatados, 0 que comprova que o resgate realizado aos 45 ou 60 dias de

cultivo ndo influenciou os resultados obtidos (Dados nédo apresentados).

CONCLUSOES

Os gendtipos envolvidos nos cruzamentos influenciam significativamente na quantidade de

ovulos produzidos bem como no resgate e germinacao de embrides.

A época para o resgate e a germinacdo de embrides é gendtipo dependente, obtendo-se maior
namero de embrides resgatados e germinados quando se realizou inoculacdo 82 semana apos a
polinizagdo, nos cruzamentos ‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295” e ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS

Vitoéria’.

N&o ha influéncia da época de resgate dos embrides sobre 0 aumento de embriBes resgatados

e germinados nos dois cruzamentos considerados neste estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

- A aplicacdo de AG3 e ANA foram eficientes no aumento de plantas hibridas obtidas para

estes cruzamentos.

- As aplicagdes realizadas com BAP diminuiram o nimero de obtencao de plantas.

- Os genotipos selecionados influenciam na obtengao de plantas.

- A melhor época para inoculagdo de 6vulos nos dois cruzamentos realizados foi na oitava

semana apos a polinizagao.

- A época de resgate de embrides ndo influenciou nos resultados obtidos, podendo ser

realizado aos 45 ou 60 dias ap6s a inoculacao de 6vulos.



