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RESUMO

COSTA JUNIOR; Otalicio Damasio; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro 2020; Germinacdao in vitro de sementes e de
embrides zig6ticos maduros de cultivares de videiras (Vitis spp.); Orientadora:
Prof.2. Virginia Silva Carvalho; Coorientador: Prof°. Alexandre Pio Viana.

Para que novas variedades de videiras sejam lancadas, os programas de
melhoramento necessitam de mudas advindas de sementes. Porém, as sementes
de videira possuem dorméncia, 0 que ocasiona problemas durante a germinacao,
bem como, os métodos convencionais de germinacdo sdo muito demorados e as
vezes pouco eficientes. Com isso, a utilizacdo do cultivo in vitro de sementes e de
embrides zig6ticos maduros sdo promissores para a superacao de barreiras
germinativas, permitindo a obtencédo das mudas em curto periodo de tempo. Dessa
forma, objetivou-se nesse trabalho desenvolver metodologias eficientes para a
superacdo da dorméncia em sementes de videiras por meio do cultivo in vitro.
Nesse trabalho foram realizados trés experimentos. O primeiro foi o experimento
de germinacao ex vitro com as cultivares ‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’, a
fim de verificar a qualidade fisiolégica das sementes e a eficiéncia do teste de
acordo com as Regras para Andlise de Sementes (RAS). Apos a realizacdo do
experimento, foi possivel concluir que mesmo apdés 28 dias, 0s percentuais para
todas as analises de vigor ndo foram representativos para um teste de germinacéo,
sendo necessario 0 uso do cultivo in vitro de sementes e de embrides zigoticos
maduros para superar as barreiras germinativas. No segundo experimento, foi

realizado a superacdo da dorméncia mecanica das sementes a partir de diferentes
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explantes (sementes intactas, sementes com corte na regido da micropila e
sementes com corte transversal) nas cultivares ‘Niagara Rosada’, ‘Itdlia’ e ‘Red
Globe’, constituindo um esquema fatorial 3x3. As avaliagbes de vigor foram feitas
aos 54 dias de cultivo in vitro. O corte transversal realizado nas sementes
proporcionou as maiores medias para todas as variaveis de vigor avaliadas nas trés
cultivares, sendo observado efeito genotipico entre essas. No ultimo experimento
com o cultivo in vitro de embrides zigbéticos maduros isolados, foram testadas quatro
concentragbes de sais minerais (MS, 2MS, WPM e 2WPM) e duas cultivares
(‘Niagara Rosada’ e ‘ltalia’), constituindo um esquema fatorial 4x2. As analises
foram feitas apos 28 dias de cultivo in vitro. Observou-se que para a maioria das
analises de vigor, as exigéncias nutricionais para a germinacgao in vitro de embriées
zigbticos maduros das cultivares foram supridas quando utilizado o meio de cultura
%WPM. Nas condicbes experimentais, conclui-se que € possivel superar a
dorméncia das sementes das cultivares ‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’ por
meio da germinagéo in vitro de sementes e o cultivo de embrides zig6ticos maduros
isolados de maneira mais eficiente que os métodos convencionais, reduzindo o
periodo de germinacdo até a obtencéo de alta porcentagem de germinacdo com

plantulas normais e com elevado vigor.
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ABSTRACT

COSTA JUNIOR; Otalicio Damasio; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; February 2020; In vitro germination of seeds and isolated
mature embryos of vine (Vitis spp.) cultivars; Advisor: D.Sc. Virginia Silva Carvalho;
Co-advisor: D.Sc. Alexandre Pio Viana.

For new grape varieties to be launched, breeding programs rely on seedlings from
seeds. However, grape seeds have dormancy which causes problems during
germination. In addition, conventional germination methods take a long time. The
use of in vitro cultivation of seeds and mature zygotic embryos is a promising
strategy for overcoming germinative barriers allowing the seedlings to be obtained
in a short period of time. Thus, the objective of this work was to develop efficient
methodologies for overcoming dormancy in grape seeds through in vitro cultivation.
In this work, three experiments were carried out. The first one involved the
germination test ex vitro with vine cultivars, 'Nidgara Rosada’, 'ltalia’ and 'Red
Globe', in order to assess the physiological quality of the seeds and the efficiency
of the test according to the Rules for Seed Analysis (RAS). It was concluded that
even after 28 days, the percentages for all vigor analyzes were not representative
for a germination test, being necessary the use of in vitro seeds germination and
culture of mature zygotic embryos to overcome germinative barriers. In the second
experiment, we attempted to overcome the mechanical dormancy of the seeds of
the cultivars ‘Nidgara Rosada’, ‘Itdlia’ and ‘Red Globe’ using different explants
(intact seeds, seeds cut in the micropile region and seeds with transversal cut),

constituting a 3x3 factorial scheme. The vigor assessments were made at 54 days
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of in vitro culture. The cross section carried out on the seeds provided the highest
averages for all the vigor variables evaluated in the three cultivars, with a genotypic
effect being observed among them. In the third experiment, in vitro cultivation of
isolated mature zygotic embryos of two vine cultivars (‘Niagara Rosada’ and ‘Italia’)
was performed on, four concentrations of mineral salts (MS, ¥2MS, WPM and
%.WPM), constituting a 4x2 factorial scheme. The analyzes were performed after 28
days of in vitro culture. Interestingly, for most vigor analyzes, the nutritional
requirements for the in vitro germination of mature zygotic embryos of both cultivars
were met when half strength WPM (Y2WPM) culture medium was used. Taken
together, the results indicate that it is possible to overcome seed dormancy of the
targeted vine cultivars by means of the in vitro of seed germation and culture of
isolated mature zygotic embryos more efficiently than conventional methods,
reducing the germination period, yielding a high percentage of germination with

normal seedlings and with a high vigor.
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1. INTRODUCAO

De acordo com Galet (1998), a videira pertence a ordem Rhamnales, familia
Vitaceae ou Ampelidaceae que compreende 19 géneros e 1126 espécies. Dentre
essa grande diversidade de espécies esta a Vitis vinifera L., de origem europeia,
destacando-se como responsavel pela producéo de uvas finas e a Vitis labrusca L.,
de origem americana, que se destaca pela producdo de uvas rusticas (Ritschel et
al., 2014; Narduzzi et al., 2015).

As uvas sao consideradas como uma das culturas frutiferas que mais séo
produzidas em todo o mundo, com aproximadamente 75 milhdes de toneladas
produzidas ao ano. As uvas sao consumidas in natura ou sdo processadas como
vinho, geleia, suco, uvas secas, vinagre e também como 6leo advindo de suas
sementes (FAO e OIV, 2016).

A producao anual brasileira de uvas (Vitis spp.) esta em torno de 1,6 milhdes
de toneladas, sendo utilizada para 0 consumo in natura e para processamento
(IBGE, 2018). Vale ressaltar que o Brasil apresentou aumento de 81% no consumo
de uvas de mesa nos ultimos quinze anos (FAO e OlV, 2016).

Segundo Camargo et al., (2011), no Brasil existem mais de 120 cultivares de
V. vinifera e mais de 40 cultivares de uvas americanas, incluindo castas de V.
labrusca, V. bourquina e de hibridos interespecificos. Os cruzamentos
interespecificos, normalmente estdo associados a resisténcia a doencas (Camargo
e Ritschel, 2008). Segundo Garrido e Angelotti (2011), s&o diversas as doencas e
pragas que acometem os parreirais. Podem ser causadas por fungos, como
antracnose (Elsinoe ampelina), escoriose (Phomopsis viticola), mildio (Plasmopara

viticola), oidio (Uncinula necator), entre outros, bem como por bactérias como o



cancro-bacteriano-da-videira (Xanthomonas campestris pv. viticola). Ha também
doencas associadas a nematoides das lesfes radiculares das videiras, que
pertencem ao género Pratylenchus (Puerari et al., 2012). Além da filoxera
(Daktulosphaira vitifoliae) causada pelo inseto que pertence a familia Phylloxeridae
(Botton et al., 2004).

Com relacdo a propagacdo das videiras, as sementes apresentam
dorméncia, resultando em baixas taxas de germinacao (Ergenoglu et al., 1997), o
que pode vir a dificultar ou atrasar os programas de melhoramento genético dessa
cultura. Segundo Rajasekaran et al. (1982) a dorméncia nas sementes de uva esta
associada a elevados niveis enddégenos de acido abscisico (ABA). Neste caso, a
estratificacdo a frio pode levar a rapida reducdo no teor desse hormonio,
promovendo, assim, a germinacdo. Segundo as Regras para Analise de Sementes
(RAS) (Brasil, 2009) para a superacdo da dorméncia em sementes de uva, €
necessario um pré-esfriamento em substrato umido em temperaturas de 3 a 5°C
por trés meses, antes dos testes de germinacdo. Porém, esse tratamento nao é
eficiente, resultando em percentuais que nao ultrapassam aos 50% de germinacao
(Ellis et al., 1983).

A cultura de tecidos vegetais envolve diversas técnicas capazes de
solucionar alguns problemas que sao enfrentados pelos programas de
melhoramento genético, um exemplo é a germinacédo de sementes que apresentam
alguma barreira germinativa, advindas de cruzamentos intraespecificos ou de
cruzamentos interespecificos, que sdo regularmente usados em programas de
melhoramento. A germinacao de sementes e de embrides zigéticos in vitro vem
sendo estudada buscando-se acelerar a germinacao, quebrar os diferentes tipos
de dorméncia e obter uniformidade nas plantulas (Ferreira et al., 2002; Braun et al.,
2010; Val et al., 2010; Pinhal et al., 2011; Walter et al., 2018). Dessa forma, a cultura
de tecidos vegetais pode ser uma alternativa viavel para solucionar o problema de
germinacao em sementes de videira. Segundo Val et al. (2010) e Generoso et al.
(2019), a ruptura do tegumento para a quebra de dorméncia mecanica, pode ser
uma alternativa eficiente na promocao de maiores taxas de germinacdo de
sementes de videira por meio do cultivo in vitro.

Na cultura da videira, o uso do resgate de embrides imaturos € muito comum
para a obtencéo de uvas sem sementes e de plantas que apresentem resisténcia

as pragas e doencgas (Tian et al., 2008; Tang et al., 2009; Li et al., 2018; Li et al.,



2020). Nesses trabalhos, sdo investigados meios de cultura e o0 uso de
fitorreguladores para a germinacdo e obtencdo das plantas. Além disso, é
observado que quanto mais avancado o estadio de desenvolvimento desses
embrides, maior é a capacidade de resposta para originar plantulas normais in vitro.
Porém, na literatura, sdo inexistentes trabalhos que investigam a germinacgao in
vitro de embrifes zigoticos maduros de videira.

Diante do exposto, o uso do cultivo in vitro de sementes e de embrides
zigbticos maduros de videira pode ser uma alternativa eficiente para alcancar o
sucesso ha germinacdo de sementes oriundas de cruzamentos controlados, cujas
plantulas resultantes podem apresentar caracteristicas genéticas de interesse ao
melhorista.

Com isso, a utilizagcéo de técnicas biotecnoldgicas como a cultura de tecidos
vegetais, pode ser vista como uma alternativa eficiente para aumentar a
germinacao de sementes e de embrides zigoticos maduros in vitro, dando suporte
aos programas de melhoramento genético para o desenvolvimento de novas
cultivares de videira com caracteristicas desejadas, tendo em vista que o
surgimento de novas cultivares no mercado, provém de longos processos de
melhoramento a partir de mudas obtidas por sementes.

Sendo assim, objetivou-se com o0 presente estudo, desenvolver
metodologias mais eficientes para a superagdo da dorméncia em sementes de

videiras por meio do cultivo in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Videira: origem, aspectos botanicos e propagacéo

A videira € uma das mais antigas plantas cultivadas pelo homem (Sato,
2000). Com base em registros arqueoldgicos coletados no Ird, o cultivo da videira
teve inicio por volta de 5400 a 5000 a. C. (McGovern et al., 1996). Estudos
paleontoldgicos revelam que a videira surgiu no periodo Terciario ha milhdes de
anos, provavelmente onde esta situada a atual Groenlandia. Essas videiras
primitivas, se dispersaram principalmente em duas direcdes, a américo-asiatica e a
eurasiatica. Ja no periodo Quaternario, durante o inicio da era glacial, a videira
sobreviveu em apenas alguns centros de reflgio, levando a adaptacdo das
variedades as condicdes climaticas e, posteriormente com o cultivo pelo homem
durante milhares de anos, surgiu vasta diversidade de variedades espalhadas por
todo o mundo (Alvarenga et al., 1998).

As videiras sdo plantas trepadeiras, lenhosas e perenes, podendo ser
monoicas ou dioicas, com flores hermafroditas perfeitas, masculinas ou femininas
(Galet, 1998). As plantas s&o geralmente caracterizadas pela presencga de gavinhas
opostas as folhas, sendo as gavinhas consideradas brotac6es modificadas (Gerrath
et al. 2004). Seus frutos sdo bagas, 0s quais sao constituidos por casca, polpa e
sementes e durante o seu desenvolvimento passam por modificacdes quanto ao
tamanho, composicéo, cor, textura e sabor (Coombe e McCarthy, 2000; Kennedy,
2002).

O género Vitis é dividido em dois subgéneros: Muscadinia Planch e Euvitis

Planch, cujas espécies estdo agrupadas de acordo com sua morfologia e origem



geografica (Galet, 1998). O subgénero Muscadinia é constituido por apenas trés
espécies, sendo elas: V. rotundifolia, uva comum conhecida em todo o sudeste dos
Estados Unidos; V. munsoniana, variante semitropical de V. rotundifolia nativa do
sul da Florida; e V. popenoei, nativa tropical do sul do México, sendo suas bagas
apreciadas tanto para 0 consumo in natura como para processamento de sucos e
vinhos (Conner e Maclean, 2013). J4 o subgénero Euvitis Planch, é constituido por
mais de 60 espécies, sendo V. vinifera L. e V. labrusca L. as que possuem maior
importancia econdmica (Fengqgin et al., 1990; Alleweldt et al., 1991; Giovannini,
2008).

A espécie V. vinifera L. é de origem europeia, na qual estdo agrupadas 90%
das cultivares destinadas a producdo de vinhos. Ja V. labrusca L. € de origem
americana e apresenta caracteristicas rusticas, principalmente quanto a sua
resisténcia as doencas (Giovannini, 2008).

A forma de propagacao comercial da videira € por estaquia ou por enxertia.
A estaquia € indicada para videiras rusticas, como por exemplo, as americanas e
hibridas. A enxertia é obrigatoria para as cultivares de uvas finas viniferas, sendo
indicada até mesmo para as videiras americanas e hibridas, pois, com a utilizacao
de um porta-enxerto adequado, além do controle de pragas como a filoxera que
ataca as raizes, obtém-se melhor producdo e qualidade do fruto (Nachtigal e
Mazzarolo, 2008).

Além desses dois métodos de propagacdo citados, as videiras também
podem ser propagadas via sementes. Porém, esse método néo € utilizado para a
propagacao comercial da videira, ndo s6 pelo tempo necessario para a obtencao
de plantas adultas, mas também pelo fato de as plantas originadas néo
reproduzirem exatamente as mesmas caracteristicas da variedade original. Dessa
forma, a propagacdo seminifera é mais explorada no melhoramento genético da
videira (Nachtigal e Mazzarolo, 2008). Assim, 0 surgimento de novas cultivares no

mercado por meio do melhoramento sdo advindas de sementes.

2.2. Importancia econdmica da videira

A videira é uma das fruteiras de maior importancia econdmica em todo o

mundo. O consumo de uva pode ser feito in natura, todavia, ela é mais explorada



na producdo de vinhos, bebidas destiladas, passas, suco, além do 6leo extraido
das sementes e do uso farmacéutico (FAO e OIV, 2016).

No Brasil, o consumo de vinho baseia-se principalmente em produtos
provenientes de outros paises (Almeida et al., 2015) e, desde 2014, tem ocorrido
um aumento significativo na importacéo de vinho e de outros derivados da uva. No
ano de 2018, a importacédo de vinho e de outros derivados alcangou nameros de
53,09 milhdes de litros no primeiro semestre de 2018, ultrapassando os numeros
observados no mesmo periodo do ano anterior, que foram de 50,04 milhdes de
litros. Em 2018 o Brasil exportou cerca de 1,59 milhdo de litros de vinhos e outros
derivados da uva, resultando em aumento de 39,23% em relacdo ao volume de
1,14 milh&o exportado no mesmo periodo do ano anterior. No Brasil, 0 Rio Grande
do Sul é considerado como principal estado produtor e, estima-se, que a regido da
Serra Gaucha seja responsavel por mais de 80% da producdo nacional de vinho
(CONAB, 2018).

A Vviticultura tem recebido grande estimulo para a producdo de uvas de
qualidade nas regibes mais quentes do Brasil, em comparacdo as regides
tradicionalmente produtoras do sul do pais, devido ao baixo indice de precipitacéo,
alta luminosidade e alta temperatura (Tonietto e Carbonneau, 2004). Em estudo
desenvolvido por Pommer et al. (2009), foi comprovado que o municipio de Campos
dos Goytacazes na regido do Norte Fluminense, apresenta aptiddo climética para
producdo de uvas, com condicdes favoraveis para colheita de frutos em mais de
uma época por ano. Atualmente na regiao, ja sdo mais de 40 hectares destinados
a producdo de uva.

A uva é considerada uma das principais frutas comercializadas no Brasil
(Oliveira et al., 2017). A produgéo brasileira anual de uvas alcangou um total de 1,6
milhdo de toneladas, sendo utilizada para o consumo in natura e também para
processamento (IBGE, 2018). Segundo Camargo et al. (2011), sdo mais de 120
cultivares de V. vinifera e mais de 40 cultivares de uvas americanas existentes,
incluindo castas de V. labrusca, V. bourquina e de hibridas interespecificas,
produzidas em regides com consideravel diversidade ambiental entre as zonas de
producéo, incluindo regides de clima temperado, subtropical e tropical.

Na industria farmacéutica, estudos sugerem que os flavonoides,
especialmente os abundantes nas uvas, podem esta associados a beneficios para

a saude e, em particular, beneficios para pessoas que sofrem de problemas



cardiovasculares (Wightman et al., 2015). Nas uvas, e em seus derivados, também
€ encontrada uma substancia conhecida como resveratrol (trans-3,5,4'-
trihydroxystilbene), um composto fenélico do tipo estilbeno, da classe dos polifendis
nao flavonoides, que vem despertando cada vez mais interesse em pesquisadores,
devido a seus efeitos benéficos a saude (Chang et al., 2015).

De modo geral, os residuos da uva, como casca, sementes e caules,
também sdo fontes potenciais de compostos fendlicos e flavonoides importantes
para a saude humana (Sridhar e Charles, 2019). Segundo Chemat et al. (2014), as
sementes de uva (V. vinifera L.) sdo consideradas como 0s principais sub-produtos
da industria vinicola. Estudos recentes desenvolvidos por Bolonio et al. (2019), tém
chamado a atencéo para o aproveitamento dos sub-produtos da producéo de vinho.
Nesses estudos as sementes e as cascas, por exemplo, sdo um material promissor
para a producdo de bioetanol, principalmente em paises que sdo grandes
produtores de vinho. O interesse em pesquisas para a producao de bioetanol vem
crescendo principalmente porque a tendéncia € que os combustiveis fésseis fiquem
cada vez mais escassos.

Segundo a Organizacao Internacional do Vinho - OIV em relatério publicado
em abril de 2019 intitulado de “Aspectos da Conjuntura Mundial — Situacdo do Setor
em 2018”, abordou temas como a superficie viticola mundial, producdo e consumo
de vinhos. O relatério apontou que houve uma estabilizacdo da area cultivada com
uvas entre os anos de 2017 e 2018, considerando tanto os cultivos para o consumo
in natura da fruta quanto aqueles voltados para processamento. A superficie global
cultivada com vinhedos em 2018 esté estimada em 7429 mil ha, enquanto que em
2017 a éarea cultivada foi estimada em 7428 mil ha (CONAB, 2019).

O crescimento na industria vitivinicola esta relacionado a fatores como: o
aumento do comércio internacional, a melhoria da renda global, a politicas e a
notéveis inovagdes tecnologicas de producdo, armazenamento e transporte (Daane
et al., 2008).

2.3. Dorméncia e germinagéo in vitro de sementes

A dorméncia é caracterizada pela incapacidade de ocorrer a germinacao

mesmo quando as sementes estdo sob condigbes ambientais favoraveis (Marcos



Filho, 2005). A dorméncia pode ser de origem primaria (geralmente induzida pelo
ABA) quando ja esta presente nas sementes recém dispersas, ou pode ser de
origem secundéaria, devido as alteracdes fisiologicas que ocorrem apds a exposicao
das sementes a condi¢Bes desfavoraveis a germinacao (Taiz et al., 2017).

Para a superacédo da dorméncia em sementes, séo diversos os trabalhos que
utilizam o cultivo in vitro para a solucdo desse problema, do ponto de vista
agrondmico, de modo que as condi¢cdes in vitro possibilitem aumento na
germinagcdo com alta porcentagem de plantulas normais e com alto vigor. Em
trabalho desenvolvido por Rosa et al. (2012), o uso da estratificacdo mecanica com
lixa associado ao cultivo in vitro, proporcionou a superacdo da dorméncia
tegumentar das sementes de bracatinga (Mimosa scabrella Bentham)
possibilitando aumento significativo na germinacdo. Ja em estudo realizado por
Inécio et al. (2010), o uso do cultivo in vitro associado a métodos de estratificacao
qguimica em &cido, devido a presenca de um tegumento muito rigido da semente,
também proporcionou alta porcentagem de germinacdo em sementes de
algodaozinho-do-campo (Cochlospermum regium).

As sementes de uva, normalmente apresentam dorméncia durante a
germinacao. Segundo Rajasekaran et al. (1982), essa dorméncia esta associada a
um alto conteido de ABA enddgeno nas sementes. A estratificacdo a frio, que é o
método tradicional para a superacdo da dorméncia em uva, leva a rapida reducao
no teor de ABA, promovendo, assim, a germinacdo. Além disso, as sementes de
uva possuem tegumento muito rigido com espessura variavel e rica em tanino
(Reisch e Pratt, 1996).

De acordo com Carvalho e Nakagawa (2000), o tanino, juntamente com a
suberina, lignina, cutina, pectina e outros derivados da quinona, sdo compostos
presentes em sementes e responsaveis por conferir impermeabilidade tegumentar
a dgua. Para superar essa barreira tegumentar em sementes, Cordazzo e Hackbart
(2009) afirmam que a superacdo da dorméncia mecanica favorece a entrada de
agua e facilita as trocas gasosas levando assim a germinacdo. Em trabalho
realizado por Val et al. (2010) e por Generoso et al. (2019), foi possivel alcancgar
altas taxas de germinacdo por meio de cortes realizados no tegumento de
sementes de videiras, estando esse método associado ao uso de fitorreguladores

como o GAs em condicdes de cultivo in vitro. O corte das sementes tem se mostrado



imprescindivel a germinacdo de sementes de videira ndo-estratificadas (Val et al.,
2010).

Diante da possibilidade de métodos alternativos a estratificacdo de sementes
de videira para alcancar a germinacao, novos estudos devem ser explorados, por
meio de técnicas como a cultura de tecidos vegetais, a partir do cultivo in vitro.
Dessa forma, diante do sucesso do cultivo in vitro na germinacao de sementes, o
uso dessa técnica tem se mostrado um método promissor para a superacao da

dorméncia e para a germinacao de sementes de videira.

2.4. Cultura de tecidos vegetais e suas técnicas associadas a cultura da videira

A cultura de tecidos vegetais possibilita o cultivo in vitro de células, tecidos,
orgaos e plantas inteiras que séo cultivados em ambiente asséptico em um meio
de cultura nutritivo e sob condi¢des controladas, como a densidade de fluxo de
fétons, fotoperiodo e temperatura (Carvalho et al., 2011).

Sendo assim, a cultura de tecidos vegetais vem se destacando cada vez
mais na agricultura moderna, possibilitando a obtencdo de plantas livres de
patbgenos, a conservacdo e intercambio de germoplasma in Vvitro, a
micropropagacao de plantas, a transformacao genética, a superacédo de dorméncia
de sementes, o resgate e o cultivo in vitro de embrides zigdéticos, entre outras.

Na cultura da videira, o cultivo in vitro pode ser utilizado como uma técnica
capaz de superar uma série de barreiras. Dentre os trabalhos encontrados na
literatura estéo: o resgate de embrides a partir de sementes traco para obtencéo de
uvas de mesa sem sementes e com resisténcia a pragas e doencas (Tian et al.,
2008; Tang et al., 2009; Ebadi et al., 2016; Li et al., 2013; Li et al., 2015; Li et al.,
2018); a obtencdo de embrides a partir da embriogénese somatica como forma de
propagacéo clonal (Vidal et al., 2009; Acanda et al., 2013; Carra et al., 2016; Maillot
et al., 2016); trabalhos com termoterapia também vém sendo realizados para o
estabelecimento in vitro e obteng&o de plantas livres de virus (Baranek et al., 2010;
Naue et al., 2014); transformacado genética (Dhekney et al., 2019); micro-enxertia
(Aazami e Bagher, 2010); criopreservacdo (Matsumoto e Sakai, 2003; Bi et al.,

2017); entre outros trabalhos.
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Dessa forma, estudos que abordam a superacao da dorméncia de sementes
de videiras devem ser mais explorados, tanto pela germinacao in vitro de sementes
como pelo uso de embribes zigéticos maduros. Contribuindo, assim, com o0s
programas de melhoramento genético vegetal para producdo de novas cultivares,
tendo em vista que, apos a realizac&o dos cruzamentos e obtencéo dos frutos, todo

0 processo de selecao € realizado por meio de mudas obtidas via sementes.

2.5. Cultivo in vitro de embrides

O termo ‘cultura de embriao’ tem sido utilizado para descrever os processos
de isolamento e crescimento de embrido zigdtico in vitro, independentemente da
idade, do tamanho e do estadio de desenvolvimento em que o embrido foi excisado
(Rappapot, 1954). Segundo Ebert et al. (2014), o cultivo de embribes apresenta-se
como uma técnica que possibilita a producdo de mudas, permitindo a obtencao de
plantas sadias em um espaco de tempo reduzido, proporcionando ganhos
econdmicos e homogeneidade produtiva.

S&o diversas as aplicagdes a partir da cultura de embrides, dentre elas, se
destacam a recuperacao de hibridos provenientes de cruzamentos incompativeis,
producdo clonal de plantas a partir da micropropagacédo, a esterilidade de
sementes, além da superacéo de dorméncia presente em alguns tipos de sementes
(Ferreira e Hu, 1998). Dentro do grupo de sementes que apresentam dorméncia
estdo as sementes de videira, sendo assim, o uso do cultivo in vitro de embrides
pode ser uma técnica promissora para a superacdo de dorméncia das sementes
desse grupo de plantas.

Sao diversos os fatores que estdo associados ao sucesso da técnica de
cultivo in vitro de embribes, como por exemplo, a maturidade fisiolégica das
sementes, a desinfestacdo das sementes, 0 processo de excisdo do embrido, o
meio de cultivo e os sais minerais adequados, a fonte de carbono selecionada, o
pH do meio de cultivo, os fitorreguladores, além das condi¢gdes de cultivo quanto a
luminosidade e temperatura (Carvalho e Araujo, 2007).

O primeiro relato na literatura de cultivo de embriéo, foi realizado por Hannig
(1904), que utilizou embrides imaturos de crucifera (Raphanus sativus, R.

caudatuse e Colchlearia danica), e observou a necessidade de uma fonte de
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carbono para germinacdo dos embrides. Além disso, nesse estudo também foi
apresentado o efeito de diferentes fontes de nitrogénio no meio de cultura sobre a
morfologia do embrido. Segundo Dieterich (1924), isolar o embrido impede que este
apresente dorméncia durante 0s processos germinativos.

Para a producédo de novas cultivares de uva resistentes a doencas e que
possuem frutos sem sementes, € necessario a realizacdo de hibridacbes
interespecificas entre uma planta pai, com a caracteristica de auséncia de
sementes, e uma planta mae com semente. Apds esse processo, os frutos sédo
formados e as sementes sdo obtidas. A partir dessas sementes € feito o resgate
dos embries com o seu cultivo realizado em condi¢des in vitro (Li et al., 2013; Li
et al., 2015). Para o sucesso dessa técnica, € necessario realizar o isolamento do
embrido zigético sem lesbes e o0 seu cultivo deve ser feito em um meio nutritivo
adequado para o0 seu crescimento até a formacéo da plantula completa (Bridgen,
1994).

S&o inexistentes na literatura trabalhos que exploram o cultivo in vitro de
embrides zigbticos maduros de sementes de videira. Segundo Raghavan (1980), a
utiizacdo de sementes fisiologicamente maduras, para germinacdo e
desenvolvimento dos embrides, requer apenas a presenca de sais inorganicos e
sacarose no meio de cultura, em virtude de possuirem estrutura bipolar
desenvolvida e passarem rapidamente para o estado autotrofico.

Devido a dificuldade de germinacédo de sementes de videira pelos métodos
convencionais, o estudo do cultivo in vitro de embrides zigéticos maduros pode ser
uma alternativa eficiente para alcancar o sucesso na germinacéo e obtencéo de

plantulas normais e com um alto vigor.

2.6. Meios de cultura associados a cultura da videira

Existe uma infinidade de meios de cultura utilizados na cultura de tecidos
vegetais, 0s quais podem ser constituidos por diferentes tipos de formulacdes, e
sdo responsaveis por oferecer condicdes necessarias para que 0s explantes
possam crescer e se desenvolver in vitro (Phillips e Garda, 2019).

Para a obtencdo de melhores respostas durante o cultivo in vitro e

germinacdo de sementes, a composicdo do meio de cultura desempenha um
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importante papel no crescimento de células e tecidos vegetais (Braga et al., 2009).
Os explantes que sao cultivados in vitro possuem exigéncias nutricionais bastante
especificas, pois necessitam de meios nutritivos que sdo compostos por minerais,
vitaminas e por uma fonte de energia. Os meios de cultura devem ser utilizados de
acordo com a necessidade de cada tipo de explante e espécie em estudo (Torres
et al., 2001).

Na cultura da videira, os meios de cultura utilizados também podem ser os
mais diversos, todavia, devem estar de acordo com 0 objetivo da pesquisa em
guestao.

O estabelecimento in vitro é considerado como a primeira fase do sistema
de micropropagacdo, o qual € iniciado pela selecdo dos explantes para posterior
multiplicacéo e finaliza-se com a obtencdo de uma grande quantidade clonal de
mudas (Grattapaglia e Machado 1998). Para o estabelecimento e propagacéao in
vitro da videira, séo indicados, por exemplo, meios de cultura como o DSD1 (Silva
e Doazan, 1995) indicado por Borghezan et al. (2003); o meio MS (Barreto et al.,
2006; Ayub et al., 2010); o meio ¥2MS (Silva et al., 2012); além desses, existe 0
meio de cultura WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd e McCown, 1980),
desenvolvido especialmente para o cultivo in vitro de espécies lenhosas.

Para inducdo da organogénese em videira, podem ser utilizados o meio
%.MS (Carvalho et al., 2011) e o meio NN (Nitsch e Nitsch, 1969) indicado por Nali
e Almeida (2008).

Para inducdo da embriogénese somatica (ES) em videira, podem ser
utilizados meios de cultura como o NN (Yang et al. 2006) e o meio MS (Dai et al.,
2015; Carra et al., 2016; San et al., 2017).

Com relacéo ao estudo de meios de cultura na germinacédo de sementes de
videira in vitro, ainda sdo poucos os estudos observados na literatura. Em estudo
desenvolvido por Val et al. (2010) para a germinagdo de sementes de uva, é
recomendado o uso do meio MS. Geralmente, 0 meio MS é utilizado quando néo
existem protocolos pré-estabelecidos para determinada cultura.

Na técnica de resgate in vitro de embrides de videira para producdo de uvas
sem sementes, também sdo testados meios de cultura que possam suprir as
necessidades nutricionais dos embrides, uma vez que esses ainda se encontram
nos estadios iniciais de desenvolvimento. Para auxiliar no desenvolvimento desses

embrides antes do resgate, Tang et al. (2009) utilizaram o meio ER (Emershad e
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Ramming, 1994) em seu estado liquido, e apos isso, os embrides sédo resgatados
e transferidos para o meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) para a
germinacdo. Em trabalho desenvolvido por Li et al. (2015) também no resgate de
embrides, o meio de cultura utilizado para a germinacao foi o WPM (Lloyd e McCow,
1981).

Conforme os trabalhos supracitados, € possivel observar alguns meios de
cultura com diferentes formulagbes e que podem ser utilizados para as mais
diversas finalidades no cultivo in vitro de videira. Vale ressaltar que a diversidade
de meios de cultura € necessaria, devido ao objetivo do estudo em questéo, e
também pela grande quantidade de espécies e cultivares que respondem das mais
diversas formas, de acordo com as suas especificidades biologicas durante o

cultivo in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Desenvolver metodologias mais eficientes para a superacdo da dorméncia

em sementes de videiras por meio do cultivo in vitro.

3.2. Especificos

Verificar a germinagdo ex vitro de sementes das cultivares de videira
‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’ a partir da estratificagcdo em baixas
temperaturas;

Verificar o aumento da germinagao in vitro por meio da superacado da
dorméncia mecéanica das sementes das cultivares de videira ‘Niagara
Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’;

Estabelecer um meio de cultivo eficiente para promover o aumento da
germinacao in vitro de embrides zigoticos maduros das cultivares de videira

‘Niagara Rosada’ e ‘ltalia’.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacao do local

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Horticultura do Laboratorio
de Fitotecnia (LFIT) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA)
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos
dos Goytacazes, RJ. O municipio se situa na latitude 21° 45’ S e na longitude 41°

20’ W e possui altitude média de 11 metros.

4.2. Material vegetal

Foram utilizadas nos experimentos, sementes retiradas de frutos frescos das

cultivares de videira ‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’ (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo das cultivares utilizadas nos experimentos.

Cultivares Cruzamento/Mutacgéo Espécie
‘Niagara Rosada’ Mutacdo somatica da uva Nidgara Branca V. labruscana L.
(Fox Grape)
‘Italia’ '‘Bicane' x 'Moscatel de Hamburgo' V. vinifera L.
‘Red Globe’ (Hunisa x Emperor) x (Hunisa x Emperor x V. vinifera L.

Nocera)
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4.3. Experimento I: Germinacado ex vitro das sementes

Para o teste de germinacdo em BOD, foram utilizadas sementes extraidas
de frutos frescos das cultivares ‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’ (Tabela 1),
de acordo com as Regras para Analise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009).

As sementes foram retiradas dos frutos e lavadas em agua corrente. Em
seguida, as sementes foram postas sobre papel toalha para secagem em
temperatura ambiente e apés, foram estratificadas em temperatura de 5°C durante
90 dias.

O teste de germinacédo foi conduzido com oito repeticdes de 25 sementes
para cada cultivar. Cada repeticao foi constituida por uma Caixa Plastica Gerbox,
contendo trés camadas de papel germiteste umedecido com 4gua destilada. Devido
a presenca de dorméncia, foram utilizadas como controle sementes sem
estratificacdo, sendo oito repeticbes de 25 sementes para cada cultivar. As
sementes foram transferidas para camara do tipo BOD com temperatura de 20°C
(luz) e 30°C (escuro) e fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro.

Ao longo de 28 dias foi avaliada diariamente a germinacao para a realizagao
do indice de Velocidade de Germinacdo (IVG), sendo observando o nimero de
sementes com a protrusao da raiz primaria. Para o célculo de IVG foi utilizada a
formula proposta por Maguire (1962).

VG =474 b

Aos 28 dias, foi realizada a contagem final da porcentagem de germinacao
de plantulas normais, de plantulas anormais, da protrusdo da raiz primaria,
sementes nao germinadas e germinacao acumulada.

As sementes gque ndo germinaram foram removidas e testadas quanto a sua
viabilidade por meio do teste de tetrazélio. Para isso, as sementes foram cortadas
transversalmente com auxilio de pinga e bisturi e colocadas para embeber em 4gua
durante um dia, ap0s isso, as sementes foram cortadas longitudinalmente e metade
dessas sementes foram postas em uma solucdo de 2,3,5 - Trifenil cloreto de
tetrazoélio a 0,5% por 2 horas a 40°C em camara BOD, ap06s isso, foi observado a
mudanca da coloracdo para comprovar a viabilidade. Metodologia modificada de
Conner (2008).
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4.4. Experimento Il: Germinacéo in vitro: superacdo de dorméncia mecanica das

sementes

4.4.1. Estabelecimento in vitro

A desinfestacdo das sementes antes da inoculacéo in vitro, foi realizada em
ambiente asséptico em camara de fluxo laminar, com imersdo em alcool 70%
durante 30 segundos e em solucao de hipoclorito de sodio (NaClO) 1% com duas
gotas de Tween 20 em 75 mL de solugéo por 20 minutos, posteriormente foram
enxaguadas trés vezes em agua desionizada e autoclavada nos tempos de 5, 10 e

10 minutos.

4.4.2. Germinacgao in vitro

Para este experimento foram utilizadas sementes extraidas de frutos frescos
de trés cultivares de videira (Figura 1 A e B) (Tabela 1). O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial de 3x3 (trés
tipos de explantes e trés cultivares) com oito repeticdes. Cada repeticdo foi
constituida por 10 tubos de ensaio (25x150 mm) contendo 10 mL de meio de cultivo
e um explante por tubo. Os explantes foram sementes intactas, sementes com corte
na regido da micropila e sementes com corte transversal (Figura 1 C, D e E). O
meio de cultura utilizado foi 0 MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo metade das
concentracbes de sais mineirais (2MS) e das vitaminas de White. Foram
adicionados 30 g L' de sacarose, 200 mg L* de Polivinilpirrolidona (PVP)
(SIGMA®), o pH foi ajustado para 5,7+0,1 e em seguida, foram solidificados com 6
g L1 de agar bacteriolégico (SIGMA®), antes da autoclavagem a 121°C e 1,1 atm

de pressao por 15 minutos.
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Figura 1. Frutos e sementes das cultivares ‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’
(A e B) e sementes utilizadas como explantes, sendo sementes intactas (C),
sementes com corte na regido da micropila (D) e sementes com corte transversal

(E).

Antes dos cortes e da inoculacao in vitro as sementes foram desinfestadas
e posteriormente embebidas em 4gua desionizada e autoclavada por 24 horas.

O corte nas sementes foi realizado em camara de fluxo laminar sobre placa
de Petri, com auxilio de pinca e bisturi estéreis.

O experimento foi acondicionado em sala de cultivo, com temperatura de
27+2°C com fotoperiodo 16:8 horas (luz - escuro), fornecidas por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 50 ymol m2 s,

Ao longo de 54 dias foi avaliado diariamente a germinacao para a realizacao
do indice de Velocidade de Germinacéo (IVG). Para o célculo de IVG foi utilizada a
férmula proposta por Maguire (1962). Além desta variavel, ao final dos 54 dias,
foram avaliadas a porcentagem de plantulas normais, plantulas anormais,
protrusao da raiz primaria, sementes nao germinadas, o comprimento das plantulas
(mm), comprimento da raiz principal (mm), o nimero de folhas, massa da matéria
seca da raiz (g), parte aérea (g) e total (g) e a porcentagem de germinacéo
acumulada.

As sementes que nao germinaram foram removidas e testadas quanto a sua
viabilidade por meio do teste de tetrazélio. Para isso, as sementes foram cortadas
transversalmente com auxilio de pinc¢a e bisturi e colocadas para embeber em agua
durante um dia, ap0s isso, as sementes foram cortadas longitudinalmente e metade

dessas sementes foram postas em uma solucdo de 2,3,5 - Trifenil cloreto de
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tetrazolio a 0,5% por 2 horas a 40°C em camara BOD, apos isso, foi observado a
mudanca da coloracdo para comprovar a viabilidade. Metodologia modificada de
Conner (2008).

4.4.3. Andlise estatistica

As observacbes foram submetidas a pressuposicdo de normalidade pelo
teste Shapiro Wilk. Apds isso, foram transformados em Vx, em seguida, foram
submetidos a analise de variancia e as médias quando significativas pelo teste F
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade estatistica, com o
auxilio do programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

4.5. Experimento Ill: Germinagdo in vitro de embrifes zigdticos maduros de

diferentes cultivares de videira: concentracdes de sais minerais do meio de cultura

4.5.1. Estabelecimento in vitro dos embrides zigbéticos maduros isolados

Para facilitar o isolamento dos embrides maduros das sementes, foi
empregada a metodologia proposta por Zarek (2007), de maneira adaptada,
utilizando éacido sulftrico para facilitar a retirada do tegumento das sementes.
Foram utilizadas sementes extraidas de frutos frescos das cultivares ‘Niagara
Rosada’ e ‘ltdlia’. As sementes foram estratificadas em acido sulfrico H2SO4
(Vetec®) 50% durante 15 minutos, proporcionando a diminuicdo da espessura do
tegumento, em seguida, as sementes foram lavadas em &gua corrente. As
sementes foram desinfestadas seguindo a mesma metodologia citada no item
4.4.1. Com auxilio de um microscépio estereoscopico (Tecnival®), pinca e bisturi,

os embrides zigéticos maduros foram isolados (Figura 2).
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Figura 2. Processo de excisdo dos embrides zigoticos maduros de videira.
Semente intacta estratificada em acido sulfarico (A); corte longitudinal na semente
(B); remocédo do tegumento que constitui e recobre a regido da micropila (C e D);
remocao de parte do endosperma que recobre o embrido (em) (E e F); remocao do
embrido (G) e embrido isolado (H e 1).

4.5.2. Germinacdao in vitro dos embrides zigbticos maduros de videira

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em um esquema fatorial 4x2 (quatro concentracdes de sais minerais e duas
cultivares), com seis repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por uma placa de
Petri (82 x 15 mm) contendo 10 mL de meio de cultura com quatro explantes por
repeticdo. Os meios de cultura foram o MS e WPM (Lloyd e McCown, 1981) com
as concentracoes totais dos sais minerais e das vitaminas de White e com metade
das concentracdes de sais minerais e das vitaminas de White (*2MS e ¥2WPM)
(Tabela 2). Foram adicionados 20 g L' de sacarose, 200 mg L' de
Polivinilpirrolidona (PVP) (SIGMA®), o pH foi ajustado para 5,7+0,1 e em seguida,
foram solidificados com 2 g L de Phytagel (SIGMA®), antes da autoclavagem a
121°C e 1,1 atm de pressao por 30 minutos. Posteriormente os meios de cultura
foram vertidos em placas de Petri (82 x 15 mm) descartaveis em camara de fluxo

laminar.
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Tabela 2. Descricdo dos constituintes dos meios de cultura MS, 2MS, WPM e
WPM para o cultivo in vitro de embrifes zig6ticos maduros de cultivares de
videira. Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

Nutrientes MS (mg Lt) %MS (mgL?t) WPM(mgL?) %WPM (mg L)

KNOs3 1900 950 - -
NH4NOs3 1650 825 400 200
K2S0s4 - - 990 495
MgSO4.7H20 370 185 180,7 90,35
KH2PO4 170 85 170 85
Ca(NO3)2 - - 386 193
CaCl2.2H20 440 220 72,5 36,25
FeS04.7H20 27,8 13,9 27,8 13,9
Na2.EDTA.2H20 37,2 18,6 37,2 18,6
MnSQO4.H20 16,9 8,45 22,3 11,15
KH2PO4 - - 170 85
ZnS04.7H20 8,6 4,3 8,6 4,3
H3BOs3 6,2 3,1 6,2 3,1
Kl 0,83 0,415 - -
Na:MoOas.2H20 0,25 0,125 0,25 0,125
CoCl2.6H20 0,025 0,0125 - -
CuS04.5H20 0,025 0,0125 0,25 0,125
Acido 0,5 0,25 05 0,25
nicotinico
Piridoxina 0,5 0,25 0,5 0,25
Tiamina 0,1 0,01 0,1 0,01
Glicina 2 1 2 1
Mio-inositol 100 100 100 100

O experimento foi acondicionado em sala de cultivo, com temperatura de
27+2°C com fotoperiodo 16:8 horas (luz - escuro), fornecidas por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 50 ymol m2 s,

Ao longo destes 28 dias foi avaliada diariamente a germinagdo para a
realizaco do indice de Velocidade de Germinacg&o (IVG). Para o célculo de IVG foi
utilizada a formula proposta por Maguire (1962). Além desta variavel, ao final dos
28 dias, foram avaliados a porcentagem de plantulas normais, plantulas anormais,
embrides n&o germinados, comprimento das plantas (mm), comprimento da raiz
principal (mm), nimero de folhas, massa da matéria seca total (mg) e germinacao
acumulada.

Foi realizada a mesma analise estatistica do item 4.4.3.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento I: Germinacao ex vitro de trés cultivares de videira

N&o foi observado germinacdo nos tratamentos controles para todas as
cultivares utilizadas. Para a cultivar ‘Niagara Rosada’, também ndo houve
germinagdo das sementes que foram estratificadas em temperatura de 5°C durante
90 dias como recomendado pela RAS (Brasil, 2009).

Em trabalho desenvolvido por Pommer et al. (1988), também néo foi
observado germinagdo das sementes de ‘Nidagara Rosa’ no tratamento sem
estratificacdo. Nesse mesmo trabalho, quando estratificadas, as sementes
resultaram em percentual de germinacdo de 26,4%, cultivadas em temperaturas
alternadas de 16 horas a 15°C e 8 horas a 35°C. Essa divergéncia de resultados
apos a realizacao do teste de germinacéo pode ocorrer devido a fatores, como por
exemplo, a temperatura. Segundo Marcos Filho (2005), as variagcbes de
temperatura durante a germinacdo sao responsaveis por afetar a velocidade, a
porcentagem e a uniformidade de germinacédo de sementes.

Para a variavel de vigor IVG, foi obtido indice de 0,334 para ‘ltalia’ e 0,740
para ‘Red Globe’, com 4% e 3%, respectivamente, para a protruséo da raiz primaria
(Figura 3 A e B). Quanto a porcentagem de plantulas normais, foi obtido apenas
0,5% para a cultivar ‘Red Globe’ (Figura 3 C). Ja para plantulas anormais (Figura 3
D e E), foi observado 2% e 9% para as cultivares ‘ltalia’ e ‘Red Globe’
respectivamente. Para porcentagem de sementes ndo germinadas, foi obtido um

percentual total de 94% para ‘Italia’ e 87% para ‘Red Globe’ (Tabela 3).
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Figura 3. Resultados do experimento aos 28 dias apds o cultivo ex vitro em BOD.
Protrusdo da raiz primaria das cultivares ‘Red Globe’ (A) e ‘ltdlia’ (B); plantula
normal da cultivar ‘Red Globe’ (C); plantulas anormais das cultivares ‘Italia’ (D) e
‘Red Globe’ (E) e sementes ndo germinadas apos teste de viabilidade em 2-3-5-
Trifenil cloreto de tetrazdlio (F).

Dificuldades na germinacdo de sementes de videira seguindo os métodos
convencionais também foram encontradas por Conner (2008) em sementes de Vitis
rotundifolia Michx., sendo obtido 68% de sementes germinadas. Porém, desse total,
apenas 3,4% resultaram em plantulas normais, ap6s 8 semanas de cultivo.
Segundo Ellis et al. (1983) e Pommer et al. (1988), em média, a taxa de germinacéo
de sementes de uva dificilmente chega a um total de 50%, levando em torno de 120
dias, ou mais, para a obtencao das plantulas.

A baixa porcentagem de germinacdo das sementes de uva, ocorre devido a
presenca de dorméncia (Ellis et al., 1983; Maeda et al., 1985; Pommer et al., 1988).
Além disso, o tegumento rigido das sementes de uva possui espessura variavel e
rica em tanino (Reisch e Pratt, 1996). De acordo com Carvalho e Nakagawa (2000),
o tanino, juntamente com a suberina, lignina, cutina, pectina e outros derivados da
quinona, sdo compostos presentes no tegumento de sementes e sao responsaveis
por conferir impermeabilidade a agua, impedindo que se iniciem 0S pProcessos

germinativos.
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Tabela 3. Médias e desvios padrao das variaveis de vigor: indice de velocidade de
germinacdo (IVG), emissdo da raiz priméria (ERP), plantulas normais (PN),
plantulas anormais (PA), sementes ndo germinadas (SNG), apos cultivo ex vitro em
BOD das cultivares ‘Niagara Rosada’ (NR), ‘ltalia’ (1) e ‘Red Globe’ (RG) por 28
dias. Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

Cultivares IVG PRP (%) PN (%) PA (%) SNG (%)
NR (Controle) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0
NR
(Estratificada) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0
| (Controle) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0
| (Estratificada) 0,3+0,1 4+1,4 0,0+0,0 2,014 94,0+2,5
RG (Controle) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0
RG 0,7+0,2 3,0+1,1 0,5+0,4 9,0+2,7 87,5+3,1

(Estratificadas)

A germinacgado das sementes iniciou ao décimo quinto dia apds a semeadura.
Foi observado uma baixa porcentagem de sementes germinadas, além disso, a
germinacdo ocorreu de maneira desuniforme, ainda havendo germinacdo ao

vigésimo sétimo dia em uma das cultivares (Figura 4).

e el
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—NRC NRE IC IE RGC RGE

Figura 4. Germinagao acumulada apos 28 dias em BOD. Cultivar ‘Niagara Rosada’
em NRC (Tratamento controle) e NRE (Estratificada); cultivar ‘Italia’ em IC
(Tratamento controle) e IE (Estratificada) e cultivar ‘Red Globe’ em RGC
(Tratamento controle) e RGE (Estratificada).
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Nesse teste de germinacéo, foi observado que mesmo apds os 28 dias em
camara de germinacdo BOD, seguindo as recomendacdes descritas pelas Regras
para Andlise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009), o percentual para todas as analises
de vigor das trés cultivares de videira utilizadas, ‘Niagara Rosada’, ‘ltalia’ e ‘Red
Globe’, ndo foram representativas para um teste de germinacgéo, dessa forma, foi
mais que necessario a aplicacéo da cultura de tecidos vegetais, a partir do cultivo
in vitro de sementes e também pelo cultivo in vitro de embrides zigdticos maduros
para obtencdo de uma maior porcentagem de germinagao e plantulas com alto

vigor.

5.2. Experimento Il: Germinacdo in vitro: quebra da dorméncia mecanica das

sementes

Na germinacdao in vitro das sementes das trés cultivares de videira, a analise
de variancia detectou interacéo significativa entre a cultivar e corte apenas para as
variaveis de vigor IVG, plantulas normais, plantulas anormais e para sementes nao
germinadas. Para as variaveis numero de folhas, comprimento da planta, massa da
matéria seca da parte aérea, raiz e total, foi observada diferenca significativa para
o tipo de cultivar e corte. Ndo houve efeito significativo para a variavel protrusédo da

raiz priméria (Tabela 3).
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Tabela 4. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para as
varidveis de vigor: indice de velocidade de germinacédo (IVG), plantulas normais
(PN), plantulas anormais (PA), sementes ndo germinadas (SNG), protrusao da raiz
primaria (PRP), numero de folhas (NF), comprimento da planta (CP), massa da
matéria seca da parte aérea (MMSPA), massa da matéria seca da raiz (MMSR) e
massa da matéria seca total (MMST), em funcéo da cultivar de videira e corte, de
videiras cultivadas por 54 dias in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

FV QM

GL IVG PN PA SNG PRP

Cultivar 2 15,7+ 9,7" 343,0* 422,20 3,7™
Corte 2 109,6* 4001,3* 622,2* 7301,3* 0,011
Cult*Corte 4 17,2* 236,8* 488,8* 1188,8* 16,4"s

Residuo 1,5 70,8 62,1 104,3 10,7
CV (%) 44,8 47,3 127,7 7,6 357,0
FV GL NF CP MMSR  MMSPA  MMST

Cultivar 2 88,4* 3479,0* 0,0002* 0,0010* 0,0021*
Corte 2 155,8* 3371,8* 0,00008* 0,0004* 0,0008*

Cult*Corte 4 4,7m 334,2"s  0,0001"  0,0002"  0,0005"
Residuo 9,7 412,3 0,0001 0,0002 0,0006
CV (%) 54,6 59,2 89,8 75,6 76,9

*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
"SNao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Para a variavel indice de Velocidade de Germinac&o, foi observado que o
maior indice para todas as cultivares foi obtido quando utilizado o corte transversal
das sementes, sendo esse mais eficiente para a cultivar ‘Red Globe’. Em trabalho
desenvolvido por Val et al. (2010), ndo houve diferenca significativa na velocidade
de germinacdo em funcdo das diferentes modalidades de cortes que foram
aplicados as sementes de ‘Niagara Rosada’. JA em trabalho realizado por
Generoso et al. (2019), utilizando sementes das cultivares ‘Niagara Rosada’, ‘Italia’
e ‘Red Globe’ sendo empregado o uso de diferentes concentracdes de GAse cortes
realizados nas extremidades das sementes, diferente dos resultados obtidos no
presente estudo, o melhor IVG foi observado na cultivar ‘Italia’ com indices entre
0,59 e 2,79 ao longo de 45 dias de avaliagao.

O corte transversal também proporcionou um maior percentual para a
variavel de vigor plantulas normais em todas as cultivares. Porém, para ‘ltalia’, foi
observado que ndo houve diferengca estatistica entre as sementes com corte
transversal das sementes intactas. Para a mesma cultivar também n&o foi
observado diferenca estatistica entre o corte na regido da micrépila com as

sementes intactas (Tabela 5).



27

A porcentagem de plantulas normais para todas as cultivares analisadas nao
ultrapassou os 50% de germinacao. Segundo Ellis et al. (1983), esses resultados
sdo obtidos mesmo quando as sementes passam por um longo periodo de
estratificacdo em baixas temperaturas, levando em torno de 120 dias até a
obtencdo de plantulas. No presente estudo, apés um periodo de 54 dias ja foi
possivel a obtencao de plantulas normais com potencial para serem aclimatizadas
sem a necessidade da estratificagdo por longos periodos.

Segundo Val et al. (2010), a velocidade de obtencdo de plantas é uma
caracteristica mais que desejavel em um programa de melhoramento genético.
Dessa forma, avancar essa etapa de 90 dias de estratificacdo das sementes em
baixas temperaturas como recomendado pela RAS, ja é um ganho consideravel
perante a necessidade de obtencdo de plantas em curto periodo de tempo pelos
programas de melhoramento vegetal, permitindo acelerar o processo de
desenvolvimento para a obtencédo de novas cultivares.

Foi observada uma maior porcentagem de plantulas anormais para ‘Red
Globe’, diferindo estatisticamente das demais. Isso se deve justamente por esta ter
sido a cultivar que apresentou a maior taxa de germinacdo das sementes. Para a
cultivar ‘ltalia’, ndo houve diferenga estatistica entre as sementes intactas e
sementes com corte transversal. Para ‘Nidagara Rosada’ n&o foi observada
diferenca estatistica entre nenhum dos tipos de corte utilizados (Tabela 5).

Para a variavel de vigor sementes ndo-germinadas apos 54 dias de cultivo
in vitro, o corte transversal foi o mais eficiente, proporcionando um menor
percentual para todas as cultivares, porém, nao foi observada diferenca estatistica
entre os cortes para ‘Italia’. A menor porcentagem de sementes ndo germinadas foi
observada para ‘Red Globe’, diferindo estatisticamente das demais cultivares. Para
o corte na regido da micrépila, ndo foi observada diferenca estatistica entre

nenhuma das cultivares utilizadas (Tabela 5).
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Tabela 5. Analise de desdobramento das variaveis de vigor: indice de velocidade
de germinacéo, plantulas normais, plantulas anormais e sementes ndo germinadas,
em funcao da interagao entre cultivares de videira (‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red
Globe’) e tipo de corte (semente intacta, semente com corte na regido da micropila
e semente com corte transversal), apos 54 dias de germinacao in vitro. Campos
dos Goytacazes-RJ, 2020.

indice de velocidade de germinac&o (IVG)

Cultivares Sementes Corte naregido Corte s
A Média
Intactas da micropila transversal
Niagara Rosada 0,0 bC 0,8 aB 3,1 bA 1,3b
Italia 1,2aB 1,6 aB 3,1 bA 2,0a
Red Globe 0,4 bB 1,1 aB 7,3 aA 29a
Média 05B 1,2B 45 A 2,0
Plantulas normais (%)
Cultivares Sementes Corte naregido Corte .-
- Média
Intactas da micropila transversal
Niagara Rosada  1,2bB 6,2 aB 31,2aA 129a
Italia 10,0 aAB 8,7 aB 21,2 aA 13,3 a
Red Globe 3,7bB 6,2 aB 32,5aA 14,1a
Média 50B 70B 28,3 A 13,4
Plantulas anormais (%)
Cultivares Sementes Corte naregiéo Corte -
T Média
Intactas da micropila transversal
Nidgara Rosada 0,0 bA 0,0 aA 2,5 bA 0,8b
Italia 10,0 aA 1,2 aB 5,0 bAB 54a
Red Globe 1,2 bB 0,0 aB 23,7 aA 8,3a
Média 3,7B 0,4B 10,4 A 4,8
Sementes ndo germinadas (%)
Cultivares Sementes Corte naregido Corte .-
L Média
Intactas da micropila transversal
Niagara Rosada 98,7 aA 92,5 aA 63,7 aB 85,0a
Italia 78,7 bA 87,5 aA 73,7 aA 80,0 ab
Red Globe 93,7 abA 92,5 aA 43,7 bB 76,6 b
Média 90,4 A 90,8 A 60,4 B 80,5

Médias seguidas pela mesma letra minUscula nas colunas e mailsculas na linha néo
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Para as variaveis de vigor numero de folhas e comprimento da parte aérea,
foi observado que ‘ltalia’ e ‘Red Globe’ apresentaram as maiores médias, ndo
havendo diferenca estatistica entre si. Para as mesmas variaveis, foi observado
que o corte transversal das sementes proporcionou a maior meédia. (Tabela 6).

Quando os explantes utilizados foram sementes intactas e sementes com corte na
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regido na micrépila, observou-se as menores medias para as variaveis
comprimento da parte aérea e numero de folhas, isso pode ser atribuido a

ocorréncia de uma germinacdo mais tardia dessas sementes.

Tabela 6. Médias das variaveis de vigor: numero de folhas e comprimento da parte
aérea para as cultivares de videira (‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’) e para
0s tipos de corte (semente intacta, semente com corte na regido da micrépila e
semente com corte transversal), apos 54 dias em cultivo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2020.

Comprimento da

Cultivar Numero de folhas .
parte aérea (mm)
Niagara Rosada 28Db 14,3 b
Italia 6,3a 27,7 a
Red Globe 59a 38,3 a
Média 5,0 26,7
Explantes Numero de folhas Comprl,mento da
parte aérea (mm)
Semente intacta 25¢C 152b
Semente com corte na micropila 50b 26,1b
Semente com corte transversal 7,6 a 38,9 a
Média 5,0 26,7

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas nao diferem entre si pelo
teste Tukey (P<0,05).

Apébs 54 dias de cultivo in vitro para a variavel de vigor massa da matéria
seca da parte aérea, foi observado que nao houve diferenca estatistica entre as
trés cultivares de videira analisadas. Para massa da matéria seca da raiz, ‘Italia’ foi
responsavel por apresentar a maior média ndo diferindo estatisticamente de ‘Red
Globe’. O corte transversal realizado nas sementes foi responsavel por
proporcionar uma maior média para a massa da matéria seca da raiz e parte aérea,
nao diferindo estatisticamente das sementes que receberam o corte na regido da
micropila. Também néo foi observada diferenca estatistica entre as sementes

intactas e as sementes que receberam o corte na regido da microépila (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias das variaveis de vigor: massa da matéria seca da raiz e da parte
aérea para as cultivares de videira (‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’) e para
0s tipos de corte (semente intacta, semente com corte na regido da micrépila e
semente com corte transversal), apos 54 dias em cultivo in vitro. Campos dos
Goytacazes-RJ, 2020.

, . Massa da matéria
Massa da matéria

Cultivar . seca da parte
secadaraiz (9) !
aerea (g)
Niagara Rosada 0,002 b 0,008 a
Italia 0,008 a 0,020 a
Red Globe 0,007 ab 0,019 a
Média 0,005 0,015
L Massa da matéria
Massa da matéria
Explantes . seca da parte
secadaraiz () !
aérea (g)
Semente intacta 0,004 b 0,012 b
Semente com corte na micropila 0,006 ab 0,015 ab
Semente com corte transversal 0,008 a 0,020 a
Média 0,006 0,015

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05).

As médias para a variavel de vigor massa da matéria seca total apos 54 dias
de cultivo in vitro, mostram que ‘Italia’ foi responsavel por apresentar uma maior
média, ndo diferindo estatisticamente da ‘Red Globe’. Para a mesma variavel, ndo
foi observada diferenca estatistica entre ‘Niagara Rosada’ e ‘Red Globe’. Para a
fonte de variacdo explante, o corte transversal foi responsavel por apresentar a
maior média. Também néo foi observada diferenca estatistica entre as sementes
gue receberam o corte transversal das sementes que receberam o corte na regido

da micropila (Tabela 8).
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Tabela 8. Médias das variaveis de vigor. massa da matéria seca total para as
cultivares de videira (‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’) e para os tipos de
corte (semente intacta, semente com corte na regiao da micrépila e semente com
corte transversal), apds 54 dias em cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes-RJ,
2020.

Cultivar Massa da matéria seca total (g)
Niagara Rosada 0,011 b
Italia 0,028 a
Red Globe 0,027 ab
Média 0,022
Explantes Massa da matéria seca total (g)
Semente intacta 0,017 b
Semente com corte na micrépila 0,021 ab
Semente com corte transversal 0,029 a
Média 0,022

Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05).

A germinacgéo teve inicio no quinto dia ap0s a semeadura in vitro para todas
as cultivares avaliadas. Para as sementes intactas, em todas as cultivares,
observou-se que mesmo sem a estratificacdo das sementes em baixas
temperatura, o0s cortes e as condicdes controladas do cultivo in vitro
proporcionaram a germinagcdo das sementes, mesmo que de maneira tardia. De
modo geral, a germinagdo das sementes em todas as cultivares ndo ocorreu de
maneira uniforme (Figura 5), mesmo para aqueles tratamentos que apresentaram
as melhores médias para todas as analises de vigor citadas anteriormente. Essa
desuniformidade na germinacgéo pode ser atribuida ao grau de dorméncia presente
nas sementes. Segundo Carvalho e Nakagawa (2000), o grau de dorméncia
presente nas sementes pode variar de acordo com a espécie, entre individuos e

também entre sementes presentes em um mesmo fruto.
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Figura 5. Germinacdo acumulada apés 54 dias de cultivo in vitro. Cultivar ‘Niagara
Rosada’ em A1 (Sementes intactas), A2 (Sementes com corte na regido da
microépila) e A3 (Semente com corte transversal); cultivar ‘Italia’ em B1 (Sementes
intactas), B2 (Sementes com corte na regiao da micrépila) e B3 (Semente com corte
transversal) e cultivar ‘Red Globe’ em C1 (Sementes intactas), C2 (Sementes com
corte na regido da micrépila) e C3 (Semente com corte transversal).

De modo geral, o corte transversal realizado nas sementes foi responsavel
por proporcionar as maiores médias para todas as varidveis de vigor avaliadas,
havendo grande influéncia entre os tipos de cultivares utilizadas. Esses resultados
podem ser atribuidos a um maior contato do embrido com o meio de cultura,
permitindo que 0s processos germinativos pudessem, assim, ser iniciados. Os
resultados indicam que um ambiente controlado in vitro e a realizagcdo de cortes
nas sementes de videira sdo imprescindiveis a germinacdo, quando essas nao
passam pelo processo de estratificacdo em baixas temperaturas como
recomendado pela RAS. Em trabalhos desenvolvidos por Val et al. (2010) e
Generoso et al. (2020) foi comprovado que cortes realizados em tegumentos de
sementes nao estratificadas de diferentes cultivares de videira & suficiente para
superar a dorméncia fisica. A resposta na germinacdo de sementes de videira é

gendtipo dependente (Schuck et al., 2011; Generoso et al., 2019).
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Figura 6. Resultados do experimento aos 54 dias apos o cultivo in vitro. ‘Niagara
rosada’ em A, B e C; ‘ltalia’ em D, E e F e ‘Red Globe’ em G, H e |, sendo sementes
intactas (Sl), sementes com corte na regiao da micropila (SCRM) e sementes com
corte transversal (SCT).
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5.3. Experimento Ill: Germinacdo in vitro de embrides zigoticos maduros de

diferentes cultivares de videira: concentracdes de sais

Na germinacdo in vitro de embribes zigdticos maduros de sementes das
cultivares de videira ‘Niagara Rosada’ e ‘ltalia’, a andlise de variancia mostrou
interacdo significativa entre a cultivar e meio apenas para as variaveis de vigor
plantulas anormais e comprimento da raiz. Para as variaveis de vigor plantulas
normais, numero de folhas, comprimento da planta e massa da matéria seca total,
foi observada diferenca significativa para o tipo de cultivar e meio. Nao houve efeito
significativo para as variaveis indice de velocidade de germinacédo e para embrides

nao germinados (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia com os quadrados médios para as
variaveis de vigor: indice de velocidade de germinacao (IVG), plantulas normais
(PN), plantulas anormais (PA), embrides ndo germinados (ENG), numero de folhas
(NF), comprimento da planta (CP), comprimento da raiz (CR) e massa da matéria
seca total (MMST) em funcao do tipo de cultivar e meio de cultura, apos o cultivo in
vitro por 28 dias dos embrides zigoticos maduros. Campos dos Goytacazes-RJ,
2020.

oM
Fv GL IVG PN PA ENG
Cultivar 1 1,1m 0,7 117,10 117,10
Meio 3 3,07 102,9* 8381,0* 256,0m
Cult*Meio 3 1,9 12,2 1367,1* 117,10
Residuo 40 2,7 6,4 507,8 304,6
CV (%) 13,7 41,4 45,6 160,1
Fv GL NF CP CR MMST
Cultivar 1 1,5m 61,7 781,8™ 0,000023"
Meio 3 8,4* 103,6* 957,3* 0,000037*
Cult*Meio 3 2,8" 41,1 446,7* 0,000009"
Residuo 40 1,6 21,4 148,3 0,000010
CV (%) 45,8 46,0 49,0 52,4

*Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
"SN&o significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Foi observado que os resultados para as variaveis de vigor plantulas
normais, numero de folhas, comprimento da plantula e massa da matéria seca total,

0 meio de cultura WPM, contendo metade das concentragdes de sais (¥2WPM), foi
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responsavel por proporcionar as maiores médias (Tabela 10). Pode-se atribuir
esses melhores resultados devido ao fato de o meio de cultura WPM ter sido
desenvolvido por Lloyd e McCown, (1981) especialmente para espécies lenhosas.
Segundo Gerrath et al. (2004), as videiras se encontram dentro desse grupo de
plantas. Desta forma, para o sucesso da técnica, deve ser levada em consideracéo
a espécie e o tipo de meio de cultura a ser empregado, aumentando assim, as
chances de sucesso de germinacdo com alta porcentagem de plantulas normais.
Em trabalho desenvolvido por Ghorpade et al. (2010), com embribes zigoticos
maduros de Boswellia serrata Roxb, ndo foi observado diferenca significativa entre
0s meios de cultura utilizados em seu estudo, porém, o meio de cultura WPM
proporcionou um percentual de 88% de plantulas normais. Ja no cultivo in vitro de
embrides imaturos de V. vinifera em estudo realizado por Ebadi et al. (2016), o meio
de cultura WPM utilizado como meio de cultura secundario para germinacdo dos
embribes formados durante o resgate, forneceu um percentual de germinacao
significativamente mais alto que o meio de cultura MS, com 85,1% de germinacao
e 69,4% de plantas regeneradas. De acordo com Generoso (2018), para a
germinacao in vitro de embrides zigéticos maduros de maracujazeiro-azedo, 0 Uso
de metade das concentraces de sais minerais dos meios de cultura MS e MSM se
mostraram superiores na germinacao de plantulas normais, em comparacéo aos

meios de cultura contendo as concentragdes totais.

Tabela 10. Porcentagem e médias das variaveis de vigor: plantulas normais (PN),
namero de folhas (NF), comprimento da planta (CP) e massa da matéria seca total
(MMST) para as diferentes concentragdes de sais utilizadas (MS, ¥2MS, WPM e
LWPM), apés 28 dias de cultivo in vitro dos embribes zigéticos maduros de
diferentes cultivares de videira. Campos dos Goytacazes-RJ, 2020.

Meios de cultura PN (%) NF (%) CP (%) MMST (g)
MS 125c 15b 49b 0,002 b
L.MS 54,1 ab 30a 9,1a 0,004 ab
WPM 458Db 2,3ab 99a 0,003 ab
1,WPM 87,5a 3,4a 11,8 a 0,006 a
Média 49,9 2,5 8,9 0,003

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas nao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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O desdobramento da interacdo entre os tipos de cultivares de videira e
concentracdes de sais minerais para a variavel de vigor plantulas anormais (Figura
7), 0 meio de cultura WPM contendo metade das concentragfes de sais minerais e
das vitaminas de White (Y2WPM), novamente se mostrou mais eficiente para ambas
as cultivares, ndo havendo diferenca estatistica entre elas e proporcionando uma
menor porcentagem para essa variavel que € indesejada em trabalhos que

abordam a germinacao de sementes e de embrides (Tabela 11).

Figura 7. Plantulas anormais aos 28 dias ap6s o cultivo in vitro. Cultivar ‘Niagara
rosada’ em A, B e C e cultivar ‘Italia’ em D, E e F.

Para a variavel de vigor comprimento radicular, o meio de cultura 2WPM
apresentou a maior média para a cultivar ‘Niagara Rosada’, ndo havendo diferenca
estatistica entre os demais meios de cultura. Ja para a cultivar ‘Italia’, o meio de
cultura MS com metade das concentra¢cfes de sais minerais e vitaminas de White
(¥2MS) apresentou a maior média, porém, ndo diferiu estatisticamente do meio de
cultura 2WPM. Para essa variavel ndo houve diferenca estatistica entre ambas as
cultivares.

Segundo George et al. (2008), os meios de cultura que contém altos niveis
de sais minerais frequentemente inibem o crescimento radicular, por isso, sempre

gue o objetivo do estudo for enraizamento, o ideal é utilizar meios de cultura com
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concentracfes de sais minerais mais reduzidas. Além disso, a salinidade influencia
diretamente no controle osmotico do meio de cultura e, em grandes concentracdes,
0S sais minerais podem ocasionar um desequilibrio osmotico, o que prejudica a

absorcdo de agua pelas raizes (Souza et al., 2010).

Tabela 11. Analise de desdobramento das variaveis de vigor: plantulas anormais e
comprimento da raiz, em fungéo da interagao entre cultivares de videira (‘Niagara
Rosada’ e ‘Italia’) e concentragéo de sais (MS, 2MS, WPM e 2WPM), apos 28 dias
de cultivo in vitro dos embrides zigoticos maduros. Campos dos Goytacazes-RJ,
2020.

Plantulas anormais (%)
Meio de cultura

Cultivares MS 14MS WPM LWPM__ Média
Niagara Rosada 79,1 aA 50,0 aAB 29,1 bBC 8,3aC 41,6 a
Italia 66,6 aA 25,0 bBC 54,1 aAB 8,3aC 38,5a
Média 729 A 37,5B 41,6 AB 8,3C 40,1
Comprimento radicular
Cultivares Meio de cultura _
MS 1AMS WPM 1AWPM Média
Niagara Rosada 7,2 aA 12,4 bA 14,5 aA 18,7aA 13,2a
Italia 6,7 aB 34,5 aA 10,9 aB 330aA 213a
Média 7,0B 24,0 A 12,7 AB 259 A 17,2

Médias seguidas de mesma letra mailscula nas linhas e minascula nas colunas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).



38

MS Y-MS WPM .WPM

‘Niagara Rosada’

‘Italia’

Figura 8. Germinacdo de embrides zigéticos maduros apds 28 dias de cultivo in
vitro. ‘Niagara Rosada’ em A, B, C e D nas concentragdes de sais MS, 72 MS, WPM
e /2 WPM respectivamente e ‘Italia’ em E, F, G e H nas concentracdes de sais MS,
%> MS, WPM e %2 WPM respectivamente.

A germinacdo teve inicio no quarto dia apds a inoculacdo in vitro dos
embrides zigoticos maduros das cultivares utilizadas. Foi observado alongamento
radicular a partir da segunda semana, além disso, também foi notado a expansao
das folhas cotiledonares acima do meio de cultura (Figura 9). A partir desse dia, foi
visto uma tendéncia de germinacéo rapida e de maneira uniforme. Em trabalho
desenvolvido por Kingsley et al. (2016), o uso de embrides zigoticos maduros de
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) também proporcionou rapidez e uniformidade
na germinacao de diferentes cultivares.

Segundo Silva (2002), o uso de embrides zigoéticos viabiliza a producéo de
mudas por meio da uniformizacdo e a reducdo do periodo de germinacdo das
sementes. Apds o sexto dia de cultivo foi observado mais de 50% de germinacgéo
em todos os tratamentos. O maximo da germinac¢do ocorreu ao décimo sétimo dia
apos a inoculacédo dos embrides com mais de 80% de embrides germinados em
todos os tratamentos, os quais, continham as diferentes concentracdes de sais

minerais e vitaminas de White dos meios de cultura MS e WPM (Figura 10).
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Figura 9. Embriées germinados ap0s o quarto dia de cultivo in vitro (A e B) e
embrido com sistema radicular alongado e folhas cotiledonares expandidas na
segunda semana de cultivo in vitro (C).
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Figura 10. Germinagdo acumulada apoés 28 dias de cultivo in vitro dos embribes
zigoticos maduros. Cultivar ‘Niagara Rosada’ (MS A, 2MS A, WPM A e 2WPM A)
e Cultivar ‘ltalia’ (MS B, 2MS B, WPM B e 2WPM B).

A dorméncia presente em sementes de muitas espécies vegetais se deve

aos inibidores quimicos ou a resisténcia mecéanica presente nas estruturas que
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recobrem o embrido e ndo a uma dorméncia do embrido, portanto, a cultura de
embrido pode superar este tipo de dorméncia (Carvalho e Araujo, 2007). No
presente estudo, essa afirmacao se concretiza, tendo em vista que as sementes de
videiras apresentam dorméncia tanto devido a presenca de inibidores no interior da
semente, como também, em razdo da presenca de um tegumento muito rigido que
impede a entrada de agua. Ambos os fatores naturalmente dificultam a germinacao,
o que nao foi notado quando realizado o cultivo in vitro dos embrides zigéticos
maduros isolados em um meio de cultura adequado, que atendia as suas
exigéncias nutricionais. Além disso, foi possivel observar que ndo houve efeito
genotipico em resposta a porcentagem de plantulas normais entre as duas
cultivares utilizadas, sendo o0 mesmo meio de cultura e concentracdes de sais
minerais adequado para ambas.

Pode-se atribuir o sucesso da germinacdo dos embrides e a conversao
desses em uma alta porcentagem de plantulas normais, apos 28 dias de cultivo in
vitro, ao seu elevado estadio embrionario, tendo em vista que esse é um estudo
com embrides zigéticos maduros. Segundo Raghavan (1980), o uso de sementes
fisiologicamente maduras requer apenas a presenca de sais inorganicos e uma
fonte de carbono no meio de cultura para germinacdo e desenvolvimento dos
embrides, devido a presenca de um eixo bipolar desenvolvido permitindo que esses
embrides passem rapidamente para um estado autotréfico de seu
desenvolvimento.

De modo geral, apos 28 dias de cultivo in vitro dos embribes zigoéticos
maduros das cultivares de videira ‘Niagara Rosada’ e ‘Italia’, foi observado que para
todas as andlises de vigor houve uma tendéncia a valores mais significativos
quando utilizados os meios de cultura MS e WPM contendo metade das
concentracfes de sais minerais e das vitaminas de White (*2MS e ¥2WPM), sendo
o0 meio ¥2WPM o mais indicado para as cultivares ‘Niagara Rosada’ e ‘ltalia’, em
gue essa concentracao foi responsavel pelas maiores médias obtidas. Em trabalho
desenvolvido por Kingsley et al. (2016), a diferenca nas respostas in vitro de
diferentes cultivares de dendezeiro aos diferentes meios de cultura, variam de
acordo com a forga do meio e com a sua composicao.

Sendo assim, é importante determinar a melhor concentragdo de sais
minerais no meio de cultura para a germinagao in vitro de embrides zigoticos

maduros de videira, garantindo, assim, alta porcentagem de germinacao,
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uniformidade e desenvolvimento vigoroso das plantulas. Esse é um fator
importantissimo para o estabelecimento in vitro dos embrides zigoticos maduros
diante das suas exigéncias nutricionais, as quais, sado fornecidas pelos sais
minerais presentes no meio de cultura.

Para a porcentagem de germinacdo acumulada, foi observado um avanco
dos resultados obtidos ao longo de todos os experimentos realizados. O teste de
germinacdo recomendado pela RAS se apresentou ineficiente, pois, além de
demorado, resultou em uma baixa porcentagem de germinacdo apoés
aproximadamente 120 dias de teste, diferente dos demais experimentos in vitro. O
segundo experimento de superacdo da dorméncia mecanica realizado com
sementes recém retiradas dos frutos frescos, proporcionou a germinacao em todos
os tratamentos apdés 54 dias de experimento. Foi possivel observar que as
condi¢cBes controladas do cultivo in vitro, somadas ao corte nas sementes, foram
suficientes para proporcionar a germinacdo das sementes de todas as cultivares
utilizadas em todos os tratamentos (Figura 6) superando os resultados obtidos pelo
teste de germinacdo recomendado pela RAS. Ja para o Ultimo experimento, no qual
foram utilizados embribes zigéticos maduros isolados de sementes retiradas de
frutos frescos, as condi¢cBes de cultivo in vitro e a auséncia das estruturas externas
que recobrem o embrido, mais a disponibilidade de nutrientes em quantidades
essenciais para o embrido no meio de cultura, foram suficientes para proporcionar
uma alta porcentagem de germinacdo, de maneira rapida, uniforme e resultando
em aproximadamente 90% de germinacdo ao final de 28 dias, superando os
resultados obtidos nos demais experimentos (Figura 11). Em trabalho desenvolvido
por Kingsley et al. (2016) com embrides zigéticos maduros de diversas cultivares
de Elaeis guineensis Jacq., foram obtidas plantulas ao final de 20 dias de cultivo in
vitro com uma alta porcentagem de germinacéo e plantulas normais, nesse estudo,
também foi enfatizado que, se fossem seguidos os métodos convencionais de
superacao da dorméncia para as cultivares utilizadas, seria necessario um periodo
entre 105 e 120 dias. No presente estudo também foi obtido uniformidade e rapidez
na germinacéo dos embrides zigbticos maduros de videira.

Foi observado que para a obtengéo final de plantulas, o primeiro experimento
seguindo as recomendac0des descritas pela RAS, necessitou de um periodo de 90
dias de estratificacdo das sementes e mais 28 dias de germinacao, resultando em

aproximadamente 120 dias. Para o segundo experimento, o tempo gasto foi de 54
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dias, ja o terceiro e mais eficiente, foram necessarios apenas 28 dias até a obtencao
final das plantulas. Vale ressaltar que para os dois ultimos experimentos, nao foi
realizado a estratificacdo das sementes durante o periodo de 90 dias (Figura 11).

Levando em consideracéo os resultados apresentados, fica evidente que o
cultivo in vitro de embrides zigoticos maduros isolados, das cultivares de videira
‘Niagara Rosada’ e ‘Italia’, € mais eficiente que os demais métodos utilizados nesse
trabalho, proporcionando a obtencéo de uma alta porcentagem de germinagdo com
um alto indice de plantulas normais em um curto periodo de tempo.

Esse € o primeiro relato na literatura que se preocupou em investigar a
germinacao de sementes maduras de cultivares de videiras a partir da técnica de
cultivo in vitro de embrides zigéticos maduros isolados. Tendo em vista que a
videira € uma cultura milenar e que cada vez mais vém ganhando espaco no
mercado, ressalta-se a grande necessidade de sucesso na germinacdo de
sementes quando essas sao provenientes de cruzamentos controlados realizados
pelos programas de melhoramento genético para a producédo de novas cultivares
que sejam resistentes a fatores bibticos e abidtico. Além disso, 0 sucesso da
metodologia desenvolvida neste trabalho para a excisdo de embrides zigéticos
maduros proporcionara o avanco de novas pesquisas voltadas para a superacao

da dorméncia de sementes.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

A estratificacdo das sementes das cultivares de videira ‘Niagara Rosada’,
‘Italia’ e ‘Red Globe’ em baixas temperaturas ao longo de 90 dias nao foi eficiente
para superar a dorméncia e promover a germinacao das sementes.

Foi possivel obter um aumento na germinacdo das sementes das cultivares
de videira ‘Niagara Rosada’, ‘Italia’ e ‘Red Globe’ por meio do cultivo in vitro e da
superacdao da dorméncia mecanica, sendo a utilizacdo do corte transversal nas
sementes 0 mais recomendado para as trés cultivares utilizadas.

O meio de cultura WPM contendo metade das concentragbes de sais
minerais e vitaminas de White (2WPM), € o mais indicado para a germinacao in
vitro de embrides zigoticos maduros das cultivares de videiras ‘Niagara Rosada’ e
‘Italia’. Porém, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o papel dos
componentes especificos presentes no meio de cultura, bem como o crescimento
e desenvolvimento das plantulas obtidas durante a aclimatizacdo até as condi¢ées
de campo.

Dessa forma, pode-se concluir a partir dos resultados obtidos nesse trabalho,
gue o método mais eficiente para a germinagcdo de sementes de videira € a partir
do cultivo in vitro de embrides zigoticos maduros isolados, tendo em vista os
resultados obtidos nas cultivares pertencentes a espécies distintas. Além disso,
foram alcancados resultados mais satisfatérios que os métodos convencionais
recomendados pela RAS, em que foi observado uma grande reducdo do periodo
de germinacéao até a obtenc&o de uma alta porcentagem de plantulas normais, com

alto vigor e uniformes.
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