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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a aplicagao de regulares de crescimento e
da época de coleta e inoculacgéo in vitro de évulos de videira em diferentes cruzamentos
sobre a percentagem e numero de embrides resgatados e germinados. Dois experimen-
tos foram realizados na Embrapa Semiarido, Petrolina, PE. No primeiro experimento os
tratamentos foram representados pelos reguladores de crescimento ANA, BAP, GA3 e a
combinacé&o ANA + BAP e BAP + GAS3 aplicados aos 10 dias antes da floracéo e 7 dias
apos a polinizagcao. No segundo experimento, foram avaliadas trés épocas de coleta e ino-
culacado dos 6vulos (6, 7 e 8 semanas apoés a polinizagéo). Os resultados obtidos permitem
concluir que as respostas variam em funcao dos genoétipos parentais, mas a pulverizacao
das inflorescéncias da videira com GA3 (50 + 50 mg.L™") aos 10 dias antes da floragéo
e 7 dias apods a polinizagédo, como também a inoculagao dos 6vulos 7 a 8 semanas apds
a polinizacdo aumentaram o numero de 6vulos inoculados e a percentagem de resgate

e germinacao de embrides em cruzamentos entre cultivares de uvas sem sementes.

Palavras-chave: Melhoramento Genético de Videira, uva, Biotecnologia.
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B INTRODUGCAO

A viticultura destaca-se como uma das mais importantes cadeias produtivas da agricultu-
ra irrigada no Nordeste brasileiro, sendo que, em 2018, 31% da producé&o nacional e 14% da
area cultivada estavam concentrados no Submédio do Vale do Sao Francisco (IBGE 2021).

A uva é a terceira fruta na pauta de exportacdes do Brasil, atras da manga e do me-
l&o, e 0 Submédio do Vale do Séao Francisco responde por 99% do total das exportacdes
brasileiras dessa fruta desde o ano de 2002, com volumes que atingiram 49,3 mil toneladas
em 2020, o que representou um aumento de 9% em relacdo a 2019 (COMEXTAT, 2021).

Nesta ultima década, as cultivares tradicionais Thompson Seedless, Sugraone e
Crimson Seedless foram substituidas por cultivares de uvas de mesa melhor adaptadas
ao ambiente tropical semiarido desenvolvidas pelos programas de melhoramento genético
da Embrapa e de empresas privadas internacionais. Esta forte demanda do setor produtivo
evidencia a necessidade de fortalecimento dos programas locais de melhoramento genético
para desenvolvimento de cultivares de uvas sem sementes adaptadas ao ambiente tropical
semi arido do Brasil.

O carater apirenia ou auséncia de sementes tem determinacéo genética e pode ser
do tipo partenocarpia ou estenoespermocarpia (Pratt, 1971). Na partenocarpia, ocorre o
desenvolvimento do fruto sem que haja fecundacéo das flores, ndo havendo vestigios de
sementes. Na estenoespermocarpia, 0 desenvolvimento da semente ndo se completa devido
ao aborto do embrido e degeneracao do endosperma, ocorrendo a formagcéao de sementes-
-traco no fruto, que sé@o imperceptiveis na degustacéo (Dami&o Filho; Méro, 2001), sendo
este tipo caracteristico das cultivares comerciais.

O método de melhoramento mais utilizado na obtencdo de novas cultivares de uvas
sem sementes € a hibridagao controlada utilizando-se como parentais duas cultivares ou
genotipos de uvas sem sementes, o que aumenta a frequéncia de individuos sem sementes
na progénie (Emershad & Ramming 1984). Nesses cruzamentos ocorre o aborto do em-
brido em periodos variaveis apés a fertilizacédo, o que torna necessario o uso da técnica de
resgate de embrides. Entretanto, a eficiéncia na obtencao de plantas a partir da utilizacao
das sementes-traco de cruzamentos entre genitores apirenos ainda € baixa, representando
um aproveitamento que varia entre 2 a 15% (Amaral et al., 2001), sendo esta dificuldade da
técnica também observada nos trabalhos realizados no Vale do Submédio Sdo Francisco
(Ledo et al, 2013; Nunes et al, 2014; Nunes et al, 2015a,b).

O sucesso no resgate embrides imaturos na videira depende em grande parte da
sua fase de maturidade, idade do 6vulo e composicao do meio de crescimento (Sharma
etal., 1996; Li et al., 2014). A aplicacao de reguladores de crescimento, antes ou depois da

florac&o, tem sido utilizada com bastante sucesso para aumentar o desenvolvimento das
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sementes-traco em cruzamentos de uvas estenoespermocarpicas (Bordelon, 1994; Bharathy
et al. 2003; Khoshandan et al., 2017), assim como estudos para determinar melhores épocas
para a sua coleta em campo, considerando também a influéncia do gendtipo utilizado (Guo
et al, 2011; Ji et al, 2013; Liu et al, 2013).

Aguero et al. (1995) e Bharathy et al. (2003), utilizando pulverizagées com benzilade-
nina (BA) em cachos resultantes de cruzamentos realizados em cultivares sem sementes,
observaram o aumento no tamanho dos évulos no momento do resgate de embrides, e
maior percentagem na obtencao de plantas hibridas. O uso de pulverizagdes com giberelina
também tem mostrado resultados satisfatorios, Ledbetter & Shonnard (1990) obtiveram um
percentual de 56% na germinacao de sementes-traco da cultivar ‘C35-33’, quando compa-
rado ao tratamento controle, que obteve apenas 12,4%.

Entretanto, os trabalhos reportados na literatura sdo limitados e néo existem infor-
macoes sobre resultados de pesquisas realizados no Brasil, buscando otimizar o método
para aumentar a taxa de resgate de embrides e germinacao de plantulas no melhoramento
genético de uvas de mesa.

Dessa forma, objetivou-se no presente trabalho estudar a influéncia da aplicacéo de
reguladores de crescimento antes e apés a floracédo, bem como da época para inoculagao
dos Ovulos, sobre a percentagem e o numero de embrides resgatados e germinados, visan-
do aumentar a eficiéncia do método de resgate de embrides no melhoramento genético de
uvas de mesa no semi arido brasileiro.

H MATERIAL E METODOS

Experimento 1: Avaliacao do resgate de embridoes em cachos de videira tratados com
reguladores de crescimento

Os cruzamentos foram realizados em videiras cultivadas no Campo Experimental de
Bebedouro da Embrapa Semiarido em Petrolina, PE (09°09’ S e 40°22’ W e altitude de 365,5
m). O método de melhoramento utilizado foi hibridacao controlada conforme descrito por
Ledo & Borges (2009). O polén previamente coletado foi colocado em dessecador contendo
silica gel e armazenado em geladeira a uma temperatura aproximada de 5°C. Como genitor
feminino utilizou-se a cultivar ‘Marroo Seedless’ e como genitor masculino, as cultivares ‘CG
351’ e ‘Jupiter’. Estas cultivares foram selecionadas de acordo com trabalhos preliminares
para selecéo de gendtipos mais promissores. Dois cruzamentos foram realizados: ‘Marroo
Seedless’ x ‘CG 351’ (cruzamento 1) e ‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’ (cruzamento 2).

Os tratamentos foram representados pela aplicagao de acido naftalenoacético (ANA),
benzilaminopurina (BAP) e acido giberélico (GA3) isolado ou combinado entre si e uma
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testemunha, na qual n&o se utilizou reguladores de crescimento. As pulverizagdes dirigidas
aos cachos foram realizadas em dois periodos: 10 dias antes da floracéo e 7 dias ap6s a
polinizacéo, em 5 plantas com a mesma época de poda, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdes de reguladores de crescimento e épocas de aplicagdo em cachos de cruzamentos de videira na
Embrapa Semiarido, Petrolina-PE, 2017.

e 12 aplicagdo Doses 22 aplicagao Doses
(daf?) (mg.L™) (dap?) (mg/L)
ANA 10 20 7 20
BAP 10 50 7 50
GA3 10 50 7 50
ANA+BAP 10 20+50 7 20450
BAP+GA3 10 50+50 7 50+50
Testemunha 0 0

'daf: dias antes da floragéo; dap: dias apds a polinizagao.

As solucdes com os fitorreguladores foram preparadas no mesmo dia da aplica-
cao. Os compostos quimicos foram pesados, diluidos em seus solventes apropriados e
colocados em pulverizadores de spray individuais. Foram adicionadas duas gotas de espa-
lhante adesivo para melhor fixagao e absor¢ao do produto.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco

repeticdes, sendo a unidade experimental representada por uma planta.

Experimento 2: Avaliacao de diferentes épocas de inoculacao e resgate de embrides
na obtencao de populacoes hibridas de videira

Os cruzamentos foram realizados no periodo de 08/08/2016 a 31/08/2016, em videiras
cultivadas no Campo Experimental de Bebedouro da Embrapa Semiéarido, utilizando-se o
procedimento classico de emasculagéo do genitor feminino seguido de polinizacdo manual
(Ledo & Borges, 2009). Como genitores femininos foram utilizados os gendtipos de uvas
sem sementes ‘CNPUV 24’ e ‘Marroo Seedless’, e como genitores masculinos, ‘BRS Vitoria’
e ‘CG 102295’, em dois cruzamentos: ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitoria’ e ‘CNPUV 24’ x ‘CG
102295’. Dezoito cachos de cada cruzamento foram emasculados e polinizados, os quais
formaram trés grupos com seis cachos cada um, submetidos a trés tratamentos de épocas
de coleta das sementes traco: seis, sete e oito semanas apdés a polinizacao (sap).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3
(dois cruzamentos e trés épocas de coleta da semente traco) em trés repeticoes.

Em ambos experimentos, as bagas foram colhidas e levadas ao laboratério de bio-
tecnologia da Embrapa Semiéarido. A desinfestacéo das bagas foi realizada em camara de
fluxo laminar por meio de lavagem em agua destilada autoclavada, imersdo em alcool a
70% (v/v) por 1 minuto e em hipoclorito de sédio a 0,2% por 20 minutos sob agitacao. Apds
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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 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.

Aos 45 dias apés a inoculagao dos ovulos foi realizado o isolamento e a inoculagéao
dos embrides em meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980), suplementado com saca-
rose (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. O material foi cultivado durante 90
dias em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h, temperatura de 25+2 °C e radiacéo
fotossintética ativa de 40 pmol.m=s".

As variaveis avaliadas em ambos experimentos foram o numero de bagas e de 6vulos
mediante contagem no momento da inoculagéo de bagas, o numero de embrides resgatados
por contagem no momento do resgate de embrides, e apds 30 dias de cultivo, 0 nUmero de
embrides germinados de cada tratamento nos dois experimentos. A partir destes resultados
foram calculados a percentagem de embriées resgatados e germinados.

Os dados obtidos foram transformados para raiz (x + 0,5), submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Avaliacao do resgate de embrides em cachos de videira tratados com
reguladores de crescimento

O acido giberélico (GA3) aplicado antes e ap6s a floragao (50 + 50 mg.L™") favoreceu o
resgate de embrides imaturos de videira nos dois cruzamentos avaliados neste estudo, entre-
tanto no cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘CG 351’, a percentagem de embrides resgatados
nos cachos tratados com GAS3 (63,23%) foi similar aqueles tratados com ANA (63,33%), 0
que nao foi observado no cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’, onde o tratamento GA3
diferiu significativamente de todos os demais tratamentos. Aguero et al. (2000), estudaram os
efeitos da aplicacao de reguladores de crescimento em cultivares de uvas sem sementes, €
demonstraram que o uso de giberelina foi eficaz para o desenvolvimento de sementes-traco,
confirmando a ag&o indutiva de crescimento das giberelinas. Os menores valores percen-
tuais de resgate de embrido foram observados na combinagdo ANA + BAP no cruzamento
‘Marroo Seedless’ x ‘CG 351’ e na testemunha, no cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’.

Na Tabela 2 observa-se ainda que no cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘CG 351, as
aplicacoes de ANA e GA3 foram mais eficiente do que a aplicacdo de BAP, a combinacéo
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entre eles (ANA + BAP e GA3 + BAP) e a testemunha para induzir a germinacao de embrides,
com diferencas significativas entre eles. No cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’, maior
percentagem de germinacao foi encontrada também no tratamento com GAS, diferindo de
todos os demais tratamentos, sendo que na testemunha, sem utilizacdo de reguladores de
crescimento, obteve-se a menor percentagem de germinacéo de embrides de videira (Tabela
2). Resultados satisfatorios com aplicacées em campo de giberelinas também foram reporta-
das por, Ledbetter e Shonnard (1990) que obtiveram um percentual de 56% na germinacao
de sementes-traco da cultivar ‘C35-33’, quando comparado ao tratamento controle, que
obteve apenas 12,4%.

O efeito de cada regulador também tem interacdo com o gendétipo, podendo induzir
respostas diferentes em funcao das cultivares de videira em estudo. Como exemplo, pode-
mos citar os resultados relatados por Barathy et al (2005) e Khoshandan et al (2017), que
observaram uma maior percentagem de germinacao de embrides quando os cachos das
cultivares ‘Thompson Seedless’ e ‘Flame Seedless’ foram tratados com a citocinina BAP,
obtendo 47,5% e 33% de germinacéo, respectivamente, o que nao foi observado neste tra-
balho, na cultivar Marroo Seedless, independente do genitor masculino utilizado.

Tabela 2. Efeito de reguladores de crescimento em cachos resultantes do cruzamento de videiras sobre o resgate e
germinacdo in vitro de embrides zigdticos®.

EmbriGes

Tratamento e ) Embrides germinados (%) Embrides resgatados (%) Embrides germinados (%)
‘Marroo Seedless’ x ‘CG 351’ ‘Marroo Seedless’ x ‘Jupiter’

Testemunha 36.46 ¢ 21.76 b 25.15d 18.55d
ANA 63.33a 48.33 a 50.91b 2797 c
BAP 319 c 21.75b 48.10 b 3291b
GA3 63.23 a 47.05a 56.11a 40.72 a
ANA + BAP 23.26d 12.79¢c 38.16 ¢ 17.10d
GA3 + BAP 51.90 b 27.82b 49.72 b 28.13 ¢
CV (%) 6,68 13,18 3,71 5,80

Média 45,02 29,93 44,69 27,56

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

Experimento 2: Avaliacao de diferentes épocas de inoculacao e resgate de embridoes
na obtencao de populacoées hibridas de videira

Na Tabela 3 pode-se observar maior numero de évulos inoculados no cruzamento
‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitéria’, quando os mesmos foram coletados 8 semanas apoés a
polinizacéo (sap. Por sua vez, no cruzamento ‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295’ maior nUmero de
ovulos foi obtido 7 sap. Considerando-se a média dos dois cruzamentos, maior numero de
ovulos foram inoculados 8 sap (54,9 6vulos) e no cruzamento ‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295’
(46 6vulos). Em trabalhos realizados por Ji et al (2013), as melhores épocas para obtencao

de 6vulos foram distintas para cada cruzamento realizado, variando de 5 até 9 sap.
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Tabela 3. Numeros de 6vulos produzidos e inoculados, de embrides resgatados e de embrides germinados em dois
cruzamentos de videira, com inoculagdo das sementes traco na sexta, sétima e oitava semanas apds a polinizagdo. Campo
Experimental de Bebedouro da Embrapa Semiarido, Petrolina — PE, 20172,

Numero de 6vulos inoculados

Cruzamento 6 sap 7 sap 8 sap Média
‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295’ 36,6 cC 61,9 aA 41,3 bB 46,0 A
‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitoria’ 16,6 bB 17,3 bB 77,6 aA 32,3B
Média 26,6 c 39,6 b 59,4a
CV (%) 3,15

Numero de embrides resgatados

Cruzamento 6 sap 7 sap 8 sap Média
‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295’ 4,89 bB 8,66 aA 4,16 bB 5,76 B
‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitéria’ 2,62 cC 4,14 bB 26,21 aA 8,68A
Média 3,7¢ 6,4b 15,2 a
CV (%) 7,35
Numero de embriGes germinados

Cruzamento 6 sap 7 sap 8 sap Média
‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295’ 1,36 aA 2,15aA 2,31aA 1,92B
‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitéria’ 0,93 bB 1,08 bB 14,7 aA 3,99A
Média 1,14 b 1,61b 8,5a
CV (%) 12,16

"Médias seguidas por letras distintas minusculas na linha e mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Em relacédo ao numero médio de embrides resgatados, houve diferenca significativa
entre as trés épocas de inocula¢ao dos 6vulos nos dois cruzamentos. Mantendo o comporta-
mento ja observado na variavel nUmero de 6vulos inoculados, a inoculagao 7 sap promoveu
aumento significativo no numero de 6vulos resgatados no cruzamento ‘CNPUV 24’ x ‘CG
102295’, mas no cruzamento ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitéria’, os melhores resultados
foram observados 8 sap.

N&o houve diferenca estatistica significativa entre as trés épocas de inoculagdo dos
ovulos no cruzamento ‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295’. Por outro lado, no cruzamento ‘Marroo
Seedless’ x ‘BRS Vitéria’ maior germinacao ocorreu quando os 6vulos foram inoculados
8 sap. As diferentes respostas obtidas nos resultados observados entre os dois tipos de
cruzamento podem estar relacionados com diferencas genotipicas e de compatibilidade
genética, resultantes de hibridacdes anteriores, bem como com as taxas de fertilizacao de
cada individuo (Liu et al 2003; Sun et al, 2011). Entretanto, os resultados obtidos no cruza-
mento ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitoria’ estdo de acordo com Emershad et al. (1984), que
mencionaram que para a maioria das cultivares avaliadas o a degenerac¢ao do endosperma

tem inicio na oitava semana ap6s a fecundacéo.
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CONCLUSAO

Duas aplicacbes de acido giberélico nas fases pré e apoés floracado aumentaram a

percentagem de embrides resgatados e germinados em dois cruzamentos de uvas sem

sementes tendo a cultivar Marroo Seedless como genitor feminino.

A inoculagao dos Ovulos 7 e 8 semanas apds a polinizagdo aumentou o numero de

ovulos inoculados, embrides resgatados e germinados, respectivamente nos cruzamentos
‘CNPUV 24’ x ‘CG 102295’ e ‘Marroo Seedless’ x ‘BRS Vitoria’.

As repostas aos tratamentos variam em fungcédo dos gendtipos parentais utilizados nos

cruzamentos de uvas sem sementes.
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