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Resumo

Resumo

O programa de melhoramento de framboesa (Rubus idaeus L.) e camarinha (Corema
album L.) conduzido pelo INIAV assenta no desenvolvimento de métodos eficazes para a
germinacdo de sementes, tendo os trabalhos anteriores, baseando-se na germinacéo in vivo,
apresentado taxas de germinacdo muito baixas. Este trabalho procura assim estabelecer uma
nova abordagem de germinacdo de sementes que garanta taxas mais elevadas, com base na
germinacdo in vitro. Testaram-se dois tipos de sementes de framboesa, conservadas a frio e
frescas, e sementes conservadas de camarinha, diferentes formas de pré-tratamento da
semente/embrido, condi¢des de desinfecdo pré-instalacdo, meio de cultura de germinacao (QL
e MM, com e sem sacarose) e de aclimatizacao (MS suplementado com BAP, varios substratos).
Em framboesa conservada, o0 método de desinfecdo mais promissor recorreu a solucdo de
desinfecdo combinada com aplicacdo de fungicida, permitindo obter 75,9% de germinacéo,
tendo-se conseguido uma taxa de germinacdo media de 97,6% com o meio de cultura QL. Na
framboesa fresca, os resultados obtidos foram inferiores, na variedade Clarita obteve-se 55,5%
de germinacéo para o meio QL, enquanto a variedade 8F471 obteve com 0 meio MM uma taxa
de germinacdo maxima de 48,7%. A camarinha conservada obteve os piores resultados nos
ensaios de germinacdo, com um maximo de 37,4% de sementes germinadas para 0 meio MM.

Nos ensaios relativos a aclimatizacdo, a framboesa conservada revelou resultados
semelhantes na aclimatizagédo sequencial (passagem por MS suplementado com BAP antes do
substrato ex vitro) e na transferéncia direta para substrato turfa/perlite (cerca de 25%). A
framboesa fresca foi aclimatizada de forma sequencial tendo-se obtido, para a variedade 8F471,
uma taxa de viabilidade final de 38,7% para 0 meio MS em frasco. Para a variedade Clarita, da
framboesa fresca, e a camarinha conservada, ndo se obtiveram plantulas viaveis no fim da

aclimatizacéo, devido a contaminagdes precoces.

Palavras-chave: Corema album, Rubus idaeus, dorméncia das sementes, propagagdo

seminal in vitro, sementes conservadas.




Abstract

Abstract

The raspberry (Rubus idaeus L.) and portuguese crowberry (Corema album L.) breeding
program conducted by INIAV is based on the development of effective methodologies for seed
germination. Previous studies, based on in vivo germination, obtained very low germination
rates, therefore this work aims to establish a new approach towards seed germination, based on
in vitro germination, that enables higher rates. Dry and fresh raspberry seeds and dry crowberry
seeds were tested, as well as different seed/embryo pretreatments, pre-installation disinfection
conditions, germination culture medium (QL and MM, with and without sucrose), and
acclimatization conditions (MS supplemented with BAP, various substrates). In the dry
raspberry seeds, the most promising disinfection method was the disinfection solution
combined with fungicide application, which obtained global germination rates of 75,9%, having
achieved an average germination rate of 97,6% with the QL culture medium. In the fresh
raspberry seeds, the obtained results were lower, in the Clarita variety it was obtained 55,5% of
germination for the QL medium, while the 8F471 variety obtained, with the MM medium, a
maximum germination rate of 48,7%. The dry crowberry seeds got the worst results in the
germination tests, with a maximum of 37,4% of seeds germinated for the MM medium.

In the acclimatization tests, the dry raspberry seeds presented similar results in the
sequential acclimatization (passage through MS supplemented with BAP before the ex vitro
substrate) and in direct transfer to peat/perlite substrate (about 25%). The seedlings derived
from the fresh raspberry seeds, sequentially acclimatized, for the 8F471 variety, obtained a final
viability rate of 38,7% for the MS medium in a flask. For the Clarita variety of fresh raspberry
seeds and dry crowberry seeds, no viable seedlings were obtained at the end of the

acclimatization assay, due to early contaminations.

Keywords: Corema album, Rubus idaeus, seed dormancy, in vitro seminal propagation,

preserved cold seeds.
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1. Introducdo

1. Introducao

A espécie Rubus idaeus L., vulgarmente designada por framboesa vermelha, € uma
espéecie inserida na familia Rosaceae, na ordem Rosales, no género Rubus e subgénero
Idaeobatus, que engloba cerca de 200 espécies sendo a mais comum, no continente europeu, a
Rubus idaeus L. (Funt & Hall, 2013). Esta espécie esta dispersa um pouco por todo mundo, no
entanto a sua distribuicdo encontra-se mais centrada na Europa, Asia e América do Norte.
Atualmente, Portugal é um dos paises emergentes na producéo deste pequeno fruto, sendo a sua
producdo destinada sobretudo para o mercado externo (Funt & Hall, 2013; Graham &
Woodhead, 2011; Oliveira & Fonseca, 2007).

A espécie Corema album L., comummente designada por camarinha ou camarinheira, é
uma espécie endémica das dunas da costa atlantica da Peninsula Ibérica. Esta espécie insere-se
na subfamilia Ericoideae, na familia Ericaceae e na ordem Ericales apresentando duas
subespécies, subsp. azoricum e a subsp. album (Oliveira & Dale, 2012).

As duas espécies em estudo pertencem ao grupo dos pequenos frutos uma vez que se
incluem sob este nome genérico todos os frutos pequenos de tamanho (“small fruits”) que
possuem polpa branda (“soft fruits”), normalmente de forma redonda que se destinam a serem
consumidos em fresco, independentemente da estrutura do fruto (Oliveira & Fonseca, 2007).

Ao longo das décadas, o grupo dos pequenos frutos tem vindo a despertar um elevado
interesse agrondmico resultante da sua expansdo no mercado, isto deve-se a diversos fatores
como o aumento da sua disponibilidade para 0 mercado em fresco por periodos mais extensos,
o melhoramento da qualidade dos frutos, bem como a perce¢éo por parte do consumidor dos
beneficios que estes tém na salde (Barney et al., 2007; Graham & Brennan, 2018). Sendo a
framboesa uma espécie com elevado valor comercial neste setor e a camarinha uma espécie
com elevado potencial para introducdo no mercado, tem-se vindo a desenvolver diversos
estudos de melhoramento destas espécies, selecionando populagbes com caracteristicas
desejaveis para o consumidor (Oliveira et al., 2007; Santos et al., 2014).

Em Portugal, os estudos de melhoramento destas espécies tém sido dirigidos pelo INIAV,
principalmente através do seu programa de melhoramento em framboesa, tendo a germinacéo
de sementes de framboesa e camarinha, resultantes de polinizagdes controladas, um papel
fundamental. Este programa envolve o cruzamento de varios genotipos bem como a colheita e
germinacdo das sementes resultantes, seguindo-se a analise e selecdo dessas descendéncias,

dependendo o seu sucesso de um bom protocolo de germinacgdo de sementes.
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O método tradicional de escarificacdo e estratificacdo, baseada na germinacgéo in vivo,
ndo atinge as taxas de germinacédo pretendidas no programa, atingindo um méaximo de 40% nos
ensaios para a escarificacdo e um méximo de 50% nos de estratificacdo realizados por Contreras
etal. (2016), para a framboesa. Por outro lado, nos ensaios de escarificacdo realizados por Wada
& Reed (2011) para diferentes variedades de Rubus foram obtidas taxas de germinacdo mais
elevadas, na ordem dos 70-80%, enquanto os ensaios realizados por Clark & Moore (1993),
obtiveram taxas muito inferiores para a framboesa, com um méaximo de 22% e certas variedades
sem germinacdo. Peacock & Hummer (1996) também testaram diferentes métodos de
escarificacdo e estratificacdo em duas variedades de Rubus, tendo obtido, na generalidade,
sementes sem germinacao ou com taxas na ordem dos 20-50%. Relativamente a camarinha,
este método atinge um méaximo de 30% nos ensaios realizados por Santos (2013) e um maximo
de 50% nos ensaios realizados por Lisboa (2017). E por isso necessério obter um método cujos
resultados apresentem taxas mais elevadas e, para isto, hd que explorar diferentes métodos
experimentais para as espécies em estudo.

De acordo com Ismaini et al. (2017a), Lim & Knight (2000), Martinez-Cruz et al. (2013)
e Mian et al. (1995), o metddo da germinacdo in vitro apresentou ja resultados positivos com
sementes do género Rubus, por outro lado, para as sementes do género Corema nao se
conhecem estudos para este método. Assim, a germinacao in vitro apresenta-se entdo como um
método interessante no contexto do problema apresentado.

Vai ser assim avaliado o método de inducdo da germinacéo in vitro, de modo a determinar
se sera, ou ndo, o método experimental a realizar no programa de melhoramento no futuro.
Desta maneira, serdo testadas diferentes abordagens da mesma de modo a obter a melhor
combinacdo de tratamentos para as duas espécies.

Este estudo tem como finalidade a maximizacdo da taxa de germinacdo de sementes
conservadas e frescas de framboesa e camarinha bem como a identificagcdo das condic¢des que
a proporcionam. Em particular, apresenta diferentes objetivos de modo a obter o melhor
protocolo para cada uma das espécies, sendo estes: testagem de dois tipos de sementes (secas e
conservadas em frio versus frescas); testagem de condicOes de desinfecdo e preparacdo das
sementes pré-germinacgdo; testagem de dois meios de cultura in vitro (Quorin & Lepoivre e
Murashige & Miller); testagem do corte da semente versus extracdo do embrido e testagem de

diferentes processos de aclimatizacéo.
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2.1 A espécie Rubus idaeus

A espécie Rubus idaeus L., vulgarmente designada
por framboesa vermelha (Figura 1), ¢ uma espécie inserida
na familia Rosaceae, na ordem Rosales, no género Rubus
e subgénero Idaeobatus, que engloba cerca de 200
espécies sendo esta a mais comum, no continente europeu.
(Funt & Hall, 2013).

Rubus idaeus (2n = 14) é um arbusto perene que *© e

o, . o Figura 1 — Frutos de Rubus idaeus L.
pode atingir até 2 metros de altura. Existem dois tipos de

framboesa utilizados na producdo da mesma, podendo ser ndo remontantes ou remontantes,
consoante a sua frutificacdo. A frutificacdo ndo remontante é a mais comum entre as
framboesas, sendo que estas variedades sdo designadas por bienais, i.e., apresentam
langamentos vegetativos no primeiro ano com desenvolvimento dos gomos florais e
diferenciacdo floral, entrando, posteriormente, num periodo de dorméncia no inverno; no
segundo ano ocorre a producdo de frutos (Barney et al., 2007; Hudson, 1959; Jennings, 1988;
Lim & Knight, 2000). Por outro lado, a frutificacdo remontante diz respeito as variedades que
completam um ciclo de crescimento, com formacéo de inflorescéncia, diferenciacéo floral dos
gomos e producéo de frutos em apenas um ano (Barney et al., 2007; Funt & Hall, 2013; Lim &
Knight, 2000).

A framboesa necessita de um determinado periodo sujeita a baixas temperaturas para a
quebra da dorméncia e, consequentemente, a germinacgdo das sementes. Assim, a planta deve
ter as necessidades de frio supridas até ao inicio da primavera, altura em que as temperaturas
aumentam. Dependendo das cultivares, devem ser expostas durante, aproximadamente, 800-
1400 horas a temperaturas abaixo de 7°C para atingir as condi¢des necessarias (Barney et al.,
2007; Funt & Hall, 2013; Oliveira et al., 2002)

Segundo Funt & Hall (2013), esta espécie é propagada através de vetores animais que, ao
consumirem as suas bagas, as dispersam promovendo a sua germinagéo, assim que as condicoes

climaticas para tal o permitem. Estes vetores sdo, maioritariamente, aves e pequenos mamiferos.
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2.1.1. Distribuicéo geografica

Rubus idaeus encontra-se distribuida um pouco por todo mundo, no entanto a sua
distribuicdo encontra-se mais centrada no hemisfério norte, em particular na Europa, Asia e
América do Norte (Funt & Hall, 2013; Graham & Woodhead, 2011).

De acordo com a GPP (2006), a producdo de framboesa, a nivel nacional, tem maior
expressao no Litoral Alentejano e na regido do Fund&o, Guimarées e Braganca (Figura 2), sendo

a principal regido produtora, o Sudoeste Alentejano.

LISBOA,

CRANDOLA

Figura 2 — Distribuicdo de Rubus idaeus L., em Portugal (GPP, 2006).

2.1.2. Interesse para a agricultura em Portugal

Derivado do interesse, ja mencionado, que se tem vindo a desenvolver pelo setor dos
pequenos frutos, a producdo da cultura de framboesa encontra-se em expansdo por tudo o
mundo, sendo esta a espécie mais cultivada de entre os pequenos frutos (Oliveira & Fonseca,
2007).

O seu elevado valor comercial bem como o aumento da procura pelo consumidor, aliados
as condicOes favoraveis a sua producdo em Portugal, tornam o territorio nacional um dos paises
emergentes na producdo de Rubus idaeus. No entanto, a producdo nacional tem apenas em vista
0 mercado da exportacdo, dado o baixo consumo deste fruto no mercado interno.
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A producdo de framboesa na Europa concentra-se no periodo entre maio e agosto pelo
facto de as condicOes climaticas ndo permitirem a sua producéo nos meses de inverno. Como
Portugal apresenta um clima ameno durante o outono/inverno, torna-se possivel a obtencéo de
frutos de elevada qualidade nesta altura do ano, pelo que a producgdo nacional consegue suprir
a procura do mercado em época baixa de producdo nos outros paises, tornando-se assim um

setor competitivo e rentavel no mercado externo (GPP, 2006; Oliveira & Fonseca, 2007).

2.2 A espécie Corema album

A espécie Corema album L., comummente
designada por camarinha ou camarinheira (Figura 3), é
uma espécie endémica das dunas da costa atlantica da
Peninsula Ibérica. Esta espécie, classificada como
angiospérmica dicotiledonea, insere-se na subfamilia
Ericoideae, na familia Ericaceae e na ordem Ericales
(Andrade et al., 2015; Leon-Gonzélez et al., 2013;
Marques, 2007; Oliveira & Dale, 2012). E uma de duas Figura 3 — Frutos de Corema album L.
espécies do género Corema, e apresenta duas subespécies, subsp. azoricum e a subsp. album
(Andrade et al., 2015; Diaz-Barradas et al., 2000; Oliveira & Dale, 2012; Santos et al., 2014).

Corema album (2n = 26) é um pequeno arbusto didico, perene, que pode atingir até 1

metro de altura. Possui caule com numerosas ramificacdes cujo comprimento varia, geralmente,
entre 0s 30 e 75 cm, mantendo-se verde todo o ano (Oliveira & Dale, 2012; Santos et al., 2014).

O crescimento vegetativo decorre entre fevereiro e julho, atingindo o seu pico entre abril
e junho, e é renovado a partir dos gomos com cerca de 25 mm acima do solo. A floragdo ocorre
desde fevereiro até ao final de abril, sendo a maturacdo dos frutos entre junho e setembro,
consoante a localizagdo geogréfica da planta (Andrade et al., 2015; Diaz-Barradas et al., 2000;
Oliveira & Dale, 2012).

A camarinha é referida por diversos autores como uma especie de dificil propagacdo em
condicBes laboratoriais, sendo que este método atinge um méximo de 30% nos ensaios
realizados por Santos (2013) e um méaximo de 50% nos ensaios realizados por Lisboa (2017),
com as primeiras germinagdes ocorridas ao fim de cerca de 3 meses com a realizacdo de pre-
tratamentos de escarificacdo e estratificacao.

De acordo com diversos autores (Marques, 2007; Oliveira & Dale, 2012; Santos et al.,

2014), a propagacdo da espécie esté associada a vetores animais através do consumo das suas
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bagas por diferentes vertebrados, tais como coelhos, raposas, gaivotas e melros, sendo a

dispersdo e germinagéo das sementes assegurada pelos mesmaos.

2.2.1. Distribuicéo geografica

Corema album é uma espécie caracteristica da costa atlantica da Peninsula Ibérica, que
se estende desde a Finisterra até Gibraltar (Santos et al., 2014). De acordo com Oliveira & Dale
(2012), existem populacGes extensas em trés grandes sistemas dunares, em Asperillo no Parque
Natural de Dofiana no sul de Espanha, desde Sines a Troia no sudoeste de Portugal e desde a
Nazaré a Ovar, no centro norte de Portugal, existindo exemplares da espécie em arribas e

sistemas dunares ao longo da costa atlantica (Figura 4).

Cabo Finisterra

Espanha

Oceano Atlantico

Gibraltar

Figura 4 — Distribuigdo de Corema album L. (Marques, 2007).

2.2.2. Interesse para a agricultura em Portugal

Segundo diversos autores, a espécie Corema album, com as suas caracteristicas
organoléticas bem como o seu elevado valor nutricional, tem um elevado interesse agronomico
por representar uma potencial introducdo no grupo dos pequenos frutos (Andrade et al., 2015;
Lisboa, 2017; Oliveira & Dale, 2012; Santos et al., 2014). Como mencionado, este setor tem
vindo a evoluir no mercado mundial, pelo que a introdu¢do de um pequeno fruto com
caracteristicas unicas (baga de cor branca), pode ser uma vantagem para o setor em Portugal e,

consequentemente, uma mais valia para a economia nacional.
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2.3 A semente

A semente é uma estrutura através da qual o embrido completamente desenvolvido é
disperso, permitindo que este sobreviva ao periodo entre a maturacdo da semente e o
desenvolvimento da plantula, assegurando assim a propagacao da espécie através da proxima
geracdo (Bewley et al., 2013; Koornneef et al., 2002).

Ao nivel da constituicdo deste 6rgdo, 0 mesmo possui as seguintes estruturas:

1. Embrido, diferenciado a partir do zigoto, é constituido pelo eixo embrionario e
cotilédones, que podem ter ou ndo funcdo de reserva (Bewley et al., 2013; Hartmann et al.,
2018). O eixo embrionério € constituido pela radicula (ou raiz embrionaria), pelo hipocétilo
(que conecta a radicula aos cotilédones) e o epicoétilo (que conecta os cotilédones a plumula),
pela plumula (meristema apical caulinar envolvido por folhas embrionarias) e por dois entrenos
caulinares (Aguiar, 2012a; Bewley et al., 2013). O eixo embrionéario tem funcdo reprodutiva,
tendo capacidade de promover divisdes celulares (Popinigis, 1985).

2. Tecidos de reserva, destinados a fornecer ao embrido em crescimento a fonte de
alimento e energia necessarias ao seu desenvolvimento, durante a germinacdo da semente. As
principais reservas fornecidas sdo hidratos de carbono, lipidos e proteinas, podendo ainda
fornecer, em pequenas quantidades, minerais, vitaminas e outras substancias. Consoante o tipo
de semente, estas reservas nutritivas podem ser encontradas dentro dos tecidos embrionarios e
extraembrionarios, endosperma e perisperma (estrutura pouco usual nas angiospérmicas), em
diferentes propor¢des, bem como nos cotilédones, presentes no embrido (Aguiar, 2012a;
Bewley et al., 2013; Hartmann et al., 2018; Popinigis, 1985).

3. Episperma, vulgarmente designado por testa ou casca da Semente, consiste no
revestimento envolvente da semente, de origem maternal, resultante do desenvolvimento do
primérdio seminal. Esta estrutura tem como funcao a protecdo da semente, servindo de barreira
entre 0 embrido e o ambiente externo sendo constituida por uma ou varias camadas, consoante
a especie (Aguiar, 2012a; Bewley et al., 2013; Hartmann et al., 2018; Popinigis, 1985). A
framboesa apresenta trés camadas no seu revestimento: a exotesta, a mesotesta e a endotesta,
Cuja espessura varia consoante a cultivar (Wada et al., 2011). No que respeita a camarinha, ndo
se tem informacéo relativa a estrutura do seu revestimento, no entanto segundo Santos et al.

(2014) esta especie apresenta um endocarpo espesso mas permeavel.
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2.3.1. Reservas nutritivas da semente

As reservas nutritivas da semente alimentam o embrido em crescimento através dos
tecidos de reserva mencionados na secc¢do 2.3, fornecendo nutrientes e energia para satisfazer
as necessidades vitais para a germinagédo. Segundo Bewley et al. (2013), as principais reservas
nutritivas das sementes sdo:

Os hidratos de carbono, séo a maior reserva nutritiva das sementes, encontram-se sob a
forma de amido, acgucares e hemicelulose, sendo este ultimo, frequentemente, o hidrato de
carbono presente em maior quantidade nos tecidos de reserva (Bewley et al., 2013).

Os lipidos, sdo uma fonte de energia importante para a semente na germinagdo existindo
sob a forma de triacilglicerois e, em algumas sementes, sob a forma de fosfolipidos, glicolipidos
e esterois em quantidades consideraveis (Bewley et al., 2013).

As proteinas, polimeros de aminoacidos sintetizados biologicamente por todas as celulas,
encontram-se em todos o0s tecidos das sementes, funcionando como enzimas (Bewley et al.,
2013).

Outros constituintes, sdo o caso de minerais, alguns aminoacidos e alcaloides mobilizados
pela semente como fonte de azoto bem como as fitohormonas, como 0s promotores de
germinacdo e crescimento (giberelinas, citocininas e auxinas) e os inibidores de germinagéo

(&cido abscisico) (Bewley et al., 2013).

2.4 Germinacgdo da semente

A germinacdo de sementes € definida como sendo o conjunto de eventos que compreende
0s acontecimentos que ocorrem desde a imbibicdo de 4gua até a emergéncia e alongamento do
eixo embrionario, sendo um processo fisiologico resultante da retoma do desenvolvimento do
embrido de uma semente madura, a partir dos seus involucros. Assim, o sinal visivel de que
existiu germinacao € emergéncia da radicula atraves dos involucros da semente (Aguiar, 2012b;
Bewley, 1997; Bewley et al., 2013).

O processo da germinagdo encontra-se dividido em trés fases:

12 fase: Imbibicdo da semente madura desidratada. Esta fase, controlada pela diferencga
do potencial hidrico, consiste na intensa absor¢do de agua do meio envolvente para a semente,
levando ao aumento do volume da mesma (Bewley, 1997; Bewley et al., 2013; Hartmann et al.,
2018).

22 fase: Fase de laténcia, onde a absorcdo de agua é reduzida ou nula e ocorre a ativacao
dos processos metabdlicos, praticamente paralisados apds maturacdo da semente e necessarios

ao crescimento do embrido. Estas alteracdes sdo denotadas pelo aumento da taxa respiratdria e

9
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pela mobilizacdo das reservas para o eixo embrionario, através da ativacdo das enzimas
hidroliticas, presentes nas sementes desidratadas, que iniciam a degradacdo de hidratos de
carbono, proteinas e lipidos, entre outras substancias de reserva da semente (Bewley, 1997,
Bewley et al., 2013; Hartmann et al., 2018).

32 fase: Emergéncia do eixo embrionario, ¢ a fase final da germinacéo, onde o embrido,
com o aumento de volume devido & imbibig&o, alonga e pressiona as estruturas de revestimento
da semente que, por ndo terem acompanhado o aumento de volume, rompem. No caso das
sementes em estudo, sendo estas angiospérmicas, o embrido encontra-se revestido pelo
endosperma e pelo tegumento. Assim, apos rutura do endosperma e, posteriormente, do
tegumento, ocorre a emergéncia da radicula (Bewley et al., 2013; Finch-Savage & Leubner-
Metzger, 2006; Hartmann et al., 2018).

2.4.1. Fatores que afetam a germinacao

A germinacao de sementes esta dependente de fatores enddgenos e exdgenos a semente
pelo que é necessaria a presenca de condigcdes favoraveis ao processo, variaveis consoante a
espécie em causa (Baskin & Baskin, 2014). Assim, destacam-se 0s seguintes fatores:

1. Agua. E o fator que apresenta maior influéncia pois, para que ocorra a germinagao de
uma semente viavel, é necessario um nivel adequado de hidratacdo que permita a ativacao dos
processos metabdlicos e emergéncia da radicula, pelo que € fundamental a absorcdo de agua,
i.e., a imbibicdo para o processo ocorrer (Baskin & Baskin, 2014; Bewley et al., 2013;
Hartmann et al., 2018). De acordo com Baskin & Baskin (2014), previamente a testagem da
germinacao, as sementes devem ser pesadas sendo, posteriormente, submersas em agua durante
um periodo de tempo para determinar se sdo impermeaveis a agua, hipdtese que se verifica caso
ndo ocorra aumento de peso. Neste caso, tém de ser submetidas a tratamento prévios que
facilitem a absorcao de agua para dar inicio ao processo da germinacéo.

2. Temperatura. Este fator pode atuar na quebra de dorméncia bem como no controlo da
germinacdo das sementes, influenciando fortemente a taxa de germinagdo das mesmas bem
como o tempo de germinacao (Bewley et al., 2013; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006;
Hartmann et al., 2018; Yan & Chen, 2020). O intervalo de temperaturas sob as quais as
sementes germinam varia consoante a especie, possuindo uma temperatura maxima e minima
a qual ocorre germinacdo bem como uma temperatura 6tima (Bewley et al., 2013). Esta Gltima,
a temperatura 6tima, é a temperatura sob a qual existe uma maior taxa de germinacdo da
semente num menor periodo de tempo, para uma dada espécie, sendo que para a maioria das

espeécies, encontra-se entre 0s 20°C e os 30°C. Relativamente a temperatura minima e maxima,
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para a maioria das espécies a minima registada é¢ de 10°C e a maxima varia entre 40°C e 57°C,
consoante a especie (Edwards, 1932). H& ainda que referir que a temperatura tem uma forte
influéncia na profundidade da dorméncia da semente, tornando mais, ou menos, dificil a quebra
da mesma e consequente germinagdo. Quando as plantas-mae sdo sujeitas a temperaturas
baixas, as sementes podem desenvolver dorméncia profunda, por outro lado quando as
sementes sdo desenvolvidas em zonas com temperaturas mais elevadas tém tendéncia a
apresentar dorméncia menos profunda (Yan & Chen, 2020).

3. Luz. Segundo diversos autores, a luz pode ser um fator critico para germinacao das
sementes, atuando tanto na inducdo como na quebra da dorméncia nas sementes. Apenas uns
segundos de exposic¢do solar podem originar a germinacao de um elevado nimero de sementes
relativamente a auséncia de luz tornando este tempo essencial para que as sementes determinem
se h4, ou ndo, condicBes adequadas a sua germinacao no ambiente que as rodeia. Os efeitos da
luminosidade podem envolver a intensidade, o fotoperiodo e o comprimento de onda, sendo
que a reacdo da semente a estes efeitos, depende tanto do genétipo como de fatores ambientais.
(Bewley et al., 2013; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Hartmann et al., 2018; Yan &
Chen, 2020).

2.4.2. Dorméncia da semente

A dorméncia da semente é caracterizada pela incapacidade de uma semente viavel
germinar, num certo periodo de tempo, quando se encontra sob condi¢cdes ambientais adequadas
a sua germinacao (Baskin & Baskin, 2014; Baskin & Baskin, 2004; Bewley et al., 2013; Finch-
Savage & Leubner-Metzger, 2006; Koornneef et al., 2002).

2.4.2.1. Tipos de dorméncia da semente

A dorméncia pode ser classificada, segundo Nikolaeva (1969, 1977) citada por Baskin &
Baskin (2014), como enddgena ou exogena, consoante a localizacdo ou mecanismos de
restricdo a germinacdo. Em certas sementes pode existir dupla dorméncia, ou dorméncia
combinada, que consiste numa combinacdo da dorméncia endogena e exogena, i.e., da
dorméncia fisioldgica e fisica (Baskin & Baskin, 2014; Finch-Savage & Leubner-Metzger,
2006; Hartmann et al., 2018).

A dorméncia enddgena esta relacionada com certas caracteristicas do embrido que
restringem a germinacéo (Baskin & Baskin, 2014), podendo ser dividida em:

a) dorméncia fisioldgica, onde as sementes apresentam um mecanismo fisioldgico

inibidor do embrido que impede a emergéncia da radicula, podendo esta ser leve,
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b)

intermédia ou profunda consoante a espécie (Baskin & Baskin, 2014; Baskin &
Baskin, 2004; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Hartmann et al., 2018).
dorméncia morfoldgica, ocorre quando o embrido ndo se encontra completamente
desenvolvido, estando ou ndo diferenciado, pelo que precisa de concluir o seu
desenvolvimento e/ou diferenciagdo com condicdes adequadas ao mesmo para que
ocorra germinacdo (Baskin & Baskin, 2014; Baskin & Baskin, 2004; Bewley et al.,
2013; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Hartmann et al., 2018).

dorméncia morfofisioldgica, surge em sementes que apresentam uma combinacgéo da
dorméncia morfolégica e fisioldgica, onde o embrido ndo estd complemente
desenvolvido e se encontra fisiologicamente dormente (Baskin & Baskin, 2014;
Baskin & Baskin, 2004; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Hartmann et al.,
2018).

A dorméncia exdgena é resultante de caracteristicas relativas ao revestimento ou outros

involucros que envolvem o embrido e que impedem a germinacao de sementes viaveis (Baskin

& Baskin, 2014). Estas caracteristicas podem ser associadas a fatores:

a)

b)

fisicos, onde a dorméncia é causada pela dureza e impermeabilidade do revestimento
a agua e trocas gasosas que impedem a germinacdo (Baskin & Baskin, 2014; Bewley
et al., 2013; Hartmann et al., 2018).

mecanicos, ocorre quando, apesar de permeaveis, estruturas lenhosas/resistentes dos
involucros impedem emergéncia da radicula e das estruturas caulinares (Baskin &
Baskin, 2014; Hartmann et al., 2018).

quimicos, a dorméncia estd associada a inibidores quimicos que se encontram
presentes nos involucros da semente, tais como o0 &cido abscisico, compostos
fenolicos, entre outros (Baskin & Baskin, 2014; Bewley et al., 2013; Hartmann et al.,
2018).

Relativamente as espécies em estudo, as sementes de Rubus idaeus possuem dupla

dorméncia, fisica e fisioldgica. A dorméncia fisica diz respeito ao revestimento da semente, que

forma uma barreira fisica impermeavel a &gua impedindo a imbibic&o e, consequentemente, a
germinacdo (Baskin & Baskin, 2014; Contreras et al., 2016; Lim & Knight, 2000; Martinez-

Cruz et al., 2013; Mian et al., 1995). A dorméncia fisioldgica verifica-se por existir um

mecanismo fisioldgico a inibir a emergéncia da radicula (Baskin & Baskin, 2014); neste caso

ocorre pelo facto de as espécies pertencerem ao grupo das recalcitrantes onde, segundo Mian et

al. (1995) a dorméncia é induzida a medida que a semente vai desidratando, podendo perder a

sua viabilidade se atingir teores de humidade inferiores a 20% (Hartmann et al., 2018; Sujith,
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2015). Por outro lado, segundo Santos et al. (2014), este tipo de dorméncia ndo existe nas
sementes de Corema album pelo facto de o revestimento da semente ndo se apresentar
impermeével a agua, ndo impedindo a imbibicdo da semente necesséria a germinacdo. No
entanto, estas sementes apresentam algum tipo de dorméncia fisiologica, tendo em conta a sua
resposta aos pré-tratamentos realizados com GAs (Santos et al., 2014). Considerando 0s
resultados obtidos com os tratamentos de estratificacdo quente e fria realizados por Lisboa

(2017), concluiu-se que as sementes de camarinha possuem dorméncia fisioldgica intermédia.

2.5 Germinacao in vitro

De acordo com Debergh & Read (1991) e Gongalves (1992), a propagacao in vitro € o
processo de propagacdo de plantas em meios de cultura de formulacdo definida, mantidas em
ambiente artificial e controlado, cujo manuseamento é realizado em condi¢des assépticas. Este
processo consiste em cinco fases: fase 0 — selecdo da plantula-mée e preparacdo do explante;
fase 1 — estabelecimento da cultura asséptica; fase 2 — fase de multiplicacdo; fase 3 — preparagéo
para o crescimento em ambiente natural; fase 4 — transferéncia para o ambiente natural.

Neste caso, a fase 0 corresponde entdo a fase de preparacdo da semente da espécie em
estudo, incluindo os pré-tratamentos e desinfecdo. De seguida, passa a fase 1, onde se processa
a colocacao da semente em condi¢des assépticas no meio de cultura, iniciando-se a fase 2, onde
ocorre a germinacao da semente, isto é, a propagacao da espécie de interesse sujeita a certas
condicdes de cultura para o sucesso da mesma. Por fim, aquando da germinacédo, o explante
passa para a fase 3 e 4, onde 0 mesmo vai ser submetido a aclimatizacdo, quer in vitro quer ex
vitro, de modo a permitir a adaptacdo do mesmo as condi¢fes de ambiente natural e promover
a autossuficiéncia fotossintética para que sobreviva em condicdes ex vitro (Debergh & Read,
1991).

2.5.1. Preparacao do material vegetal

2.5.1.1. Condicédo do material vegetal

Segundo varios autores, as sementes a utilizar sdo colhidas maduras (Ismaini et al., 2017b;
Lim & Knight, 2000; Martinez-Cruz et al., 2013; Mian et al., 1995; Wada & Reed, 2011).
Popinigis (1985) explica que € na fase da maturacdo da semente que esta atinge 0 maximo vigor,
bem como 0 maximo poder germinativo.

Como mencionado anteriormente, as sementes do grupo recalcitrante perdem viabilidade
guando atingem teores de humidade abaixo dos 20%. Assim, para atingir as elevadas taxas de

germinacdo requeridas devem ser utilizadas sementes frescas, no entanto podem ser

13



2. Revisdo bibliografica

desidratadas até 12 horas sem que percam viabilidade, embora as taxas de germinacéo ja sejam

mais reduzidas que na semente fresca (Mian et al., 1995).

2.5.1.2. Tratamento prévio do material vegetal

Tendo em consideragéo os tipos de dorméncia mencionados na secgdo 2.4.2.1, associados
as espécies em estudo, as sementes das mesmas apresentam baixas taxas de germinacdo no que
diz respeito a sementeira tradicional. Para que ocorra germinacédo, os mecanismos de dorméncia
tém de ser quebrados, com recurso a tratamentos favoraveis a quebra da dorméncia combinada
e dorméncia fisiologica das sementes de framboesa e camarinha, respetivamente. De acordo
com diversos autores, as taxas de germinacdo podem ser aumentadas com a realizacdo de
tratamentos prévios tal como a utilizacdo de protocolos de germinacdo in vitro, realcando a
importancia deste passo no estudo a decorrer para a elaboracdo do melhor protocolo de
germinagdo (Ismaini et al., 2017a; Martinez-Cruz et al., 2013; Mian et al., 1995; Wada & Reed,
2011).

A dorméncia fisica é quebrada através da remocao do revestimento da semente, que deste
modo permite a correta imbibigcdo da semente, promovendo a germinagdo. Segundo diversos
autores, a abordagem mais comum ¢é a escarificacdo quimica ou mecanica, sendo a primeira
técnica mais utilizada. Na escarificacdo quimica, sao utilizados diferentes reagentes quimicos
como o acido sulfurico, o hipoclorito de sédio e o nitrogénio liquido, apresentando cada um
deles diferentes resultados, consoante o tipo de reagente, a concentracdo de substancias
utilizadas bem como os tempos de exposicdo da semente ao reagente (Contreras et al., 2016;
Martinez-Cruz et al., 2013; Wada & Reed, 2011). As maiores taxas de germinacdo foram
obtidas com o uso do &cido sulfurico como reagente, como demonstrado no ensaio realizado
por Contreras et al. (2016), onde os melhores resultados foram obtidos para uma concentracéo
de 95% de acido sulfarico. Por outro lado, é utilizada a escarificagdo mecanica, apresentada por
Lim & Knight (2000), Mian et al. (1995) e Nesme (1985) que obtiveram elevadas taxas de
germinacdo nos ensaios desenvolvidos, onde efetuaram um corte transversal ao eixo
embrionario, de modo a quebrar a barreira fisica e facilitar a imbibigdo da semente. Galletta et
al. (1986) e Nesme (1985), testaram outro método de escarificacdo mecéanica: a extragdo do
embrido e colocagcdo do mesmo para germinacdo, tendo também obtido elevadas taxas de
germinacao nos ensaios realizados.

Para quebra da dorméncia fisioldgica, a técnica mais utilizada e que evidencia melhores
resultados € a estratificacdo, que pode ser quente ou fria. A estratificacdo fria € feita em

ambiente himido com recurso a baixas temperaturas, na ordem dos 0-10°C, durante diferentes
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periodos de tempo, que vdo variando consoante a profundidade da dorméncia, sendo as
temperaturas mais comummente utilizadas na ordem dos 5°C (Contreras et al., 2016; Wada &
Reed, 2011). Segundo Contreras et al. (2016), as melhores taxas de germinagdo foram obtidas
para um periodo de estratificacdo de 3 meses. Por sua vez, a estratificacdo quente é realizada
em ambiente himido com recurso a temperaturas mais elevadas, iguais ou superiores a 15°C,
por diferentes periodos de tempo consoante a profundidade da dorméncia da semente (Lisboa,
2017).

2.5.1.3. Desinfecdo do material vegetal

Antes de se utilizar o material vegetal é essencial que se efetue a desinfecdo do mesmo,
de maneira a evitar que este seja instalado in vitro, contaminado por agentes patogénicos. De
um modo geral, o processo de desinfecdo segue 0s mesmos passos nos diferentes ensaios
publicados, alterando-se os produtos utilizados e suas concentragfes (Dixon & Gonzales,
1995).

As sementes sdo lavadas em agua corrente com detergente de maneira a remover o
tegumento da semente. De forma a minimizar o risco de contaminagao, sdo tratadas com uma
solucdo de fungicida e bactericida durante uns minutos. Posteriormente, sdo esterilizadas
superficialmente com recurso a uma solucdo de NaOCI e, em alguns casos, uma solucdo com
etanol, terminando a desinfecdo com a lavagem das sementes em agua destilada as vezes
necessarias a eliminacao total dos produtos utilizados (Ismaini et al., 2017b; Mian et al., 1995).
Para a desinfecdo superficial, Mian et al. (1995), utilizaram a solu¢do de lixivia (com NaOCIl)

com um surfactante, de modo a aumentar a adesividade da semente.

2.5.2. Meio de cultura

O meio de cultura € um fator essencial para 0 sucesso da germinacéo das sementes por
fornecer os nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento, fornecendo macro e
micronutrientes bem como uma fonte de carbono (Dixon & Gonzales, 1995). O meio mais
comummente utilizado € o0 meio MS desenvolvido por Murashige & Skoog (1962), sendo os
meios em estudo - Murashige & Miller (1976) e Quoirin & Lepoivre (1977) — adaptagdes do
primeiro, com algumas diferencas relativamente a alguns componentes, como vitaminas e
reguladores de crescimento, bem como diferencas relativas as concentracdes de certos
elementos presentes no meio.

Relativamente a fonte de carbono, na germinacg&o in vitro, 0 mais comum é a sacarose,

por esta se encontrar presente na seiva do floema de muitas espécies (Dixon & Gonzales, 1995).
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Para 0s meios abordados, a fonte de carbono usada é a sacarose, sendo a concentragdo da
mesma, para 0 meio MS e meio MM, 30 g/L enquanto no meio QL é de 20 g/L.

Segundo alguns autores, ao reduzir a concentragdo de sais do meio de cultura MS, para
diferentes espécies, ocorre uma maior taxa de germinacao relativamente a concentracdo de
100%. Uma maior concentracdo de sais no meio interfere com o potencial osmético, afetando
a imbibicdo da semente no processo de germinacdo; este aspeto foi confirmado no ensaio
realizado, onde os melhores resultados foram obtidos para a concentragéo de 50% do meio MS.
(Moura et al., 2014; Reis et al., 2008).

2.5.2.1. Macronutrientes

Os macronutrientes sdo fornecidos a semente pelo meio de cultura sob a forma de sais
inorgénicos, variando a concentracdo dos mesmos conforme a espécie e com o objetivo de
alcancar a maior taxa de germinagdo (Dixon & Gonzales, 1995).

Relativamente aos meios em estudo, 0s macronutrientes neles contidos sdo 0s presentes
no meio MS, expressos sob a forma de sais minerais, sendo 0s principais nutrientes fornecidos
da seguinte forma: o nitrogénio (N) sob a forma de NH4sNOs3, o potéassio (K) sob a forma de
KNOs, KI e KH2PO4, sendo que este tltimo fornece também o fosforo (P). Existem também
macronutrientes secundarios que sao fornecidos desta forma: calcio (Ca) sob a forma de CaCl>
e Ca(NOz3)2 e 0 magnésio (Mg) sob a forma de MgSO4 (Murashige & Miller, 1976; Murashige
& Skoog, 1962; Quoirin & Lepoivre, 1977). No meio Murashige & Miller (1976), é ainda
fornecido sodio (Na) sob a forma de NaH2PQOj4, que fornece também o fosforo (P).

2.5.2.2. Micronutrientes

Os micronutrientes necessarios para que a germinacdo das sementes ocorra Sao
suplementados através de diversos componentes. No meio desenvolvido por Murashige &
Skoog (1962), os estes nutrientes sdo fornecidos sob a forma de sais minerais, do mesmo modo
que os macronutrientes, sendo o ferro (Fe) fornecido sob a forma de FeSO4, 0 manganés (Mn)
sob a forma de MnSQg, 0 boro (B) sob a forma de H3BOg, 0 zinco (Zn) sob a forma de ZnSOa,
o molibdénio (Mo) sob a forma de NazMoOs e o cobre (Cu) sob a forma de CuSOa. E também
incorporado o cobalto (Co) sob forma de CoCl. e o iodo (I) sob a forma de KI. A formulacéo
dos micronutrientes para 0s meios em estudo € a mesma, variando apenas as concentragdes dos
componentes MnSQOs e K, para 0 meio QL (Murashige & Miller, 1976; Quoirin & Lepoivre,
1977).
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2.5.2.3. Vitaminas

Relativamente as vitaminas, no meio MS, estas sdo fornecidas as sementes sob a forma
de mio-inositol, tiamina.HCI, piridoxina.HCI e &cido nicotinico (Murashige & Skoog, 1962),
enguanto para o meio MM e o meio QL, estas sdo fornecidas apenas sob a forma de mio-inositol
e tiamina.HCI, sendo a concentracdo da ultima mais elevada (Murashige & Miller, 1976;
Quoirin & Lepoivre, 1977).

2.5.2.4. Reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento que apresentam maior influéncia na germinacéo in vitro
de sementes sdo 0 acido abscisico (ABA) e o acido giberélico (GAz). De acordo com Vvarios
autores, as giberelinas tém um papel crucial na quebra da dorméncia pelos seus efeitos positivos
na germinagdo, promovendo a mesma e originando elevadas taxas de germinagdo das sementes.
O ABA, ao contrario do GAs, induz e mantém a dorméncia da semente, inibindo assim a
germinacdo, sendo que quanto maior a concentracdo do mesmo no meio, maior a profundidade
da dorméncia (Ismaini et al., 2017b; Murashige & Skoog, 1962; Staszak et al., 2019; Yan &
Chen, 2020). Estes dois reguladores funcionam num equilibrio dindmico e antagonistico que
permite o controlo da germinacdo bem como a duracdo da mesma. A adicdo de uma
concentragdo mais elevada de GAz ao meio leva a uma reducdo dos niveis endogenos de ABA,
promovendo a germinacdo (Yan & Chen, 2020). Nos meios em estudo, apenas 0 meio QL
contém GAs, com a concentracdo de 0,1 mg/L, fator que pode ser relevante para a obtencdo de
maiores taxas de germinacao nos ensaios realizados com o mesmo (Quoirin & Lepoivre, 1977).

Para além dos reguladores de crescimento mencionados acima, as auxinas e citocininas,
apresentam também um papel importante na germinacdo. Estas duas hormonas apresentam
melhores resultados quando em equilibrio, pelo facto de uma maior concentracdo de uma
originar um aumento da concentracdo da outra. No meio MS e no meio MM, estas hormonas
sdo adicionadas sob a forma de IAA e cinetina, enquanto no meio QL, séo fornecidas sob a
forma de 2,4-D e BAP (Murashige & Miller, 1976; Murashige & Skoog, 1962; Quoirin &
Lepoivre, 1977). E ainda de referir, no meio Murashige & Miller (1976), a adi¢io de adeninas

sob a forma de Ads.

2.5.2.5. Agente solidificante
Para obter um meio de germinacdo suficientemente himido mas rigido, Murashige &
Skoog (1962) utilizaram o agar como agente solidificante, no entanto, afirmaram que a

concentracdo deste agente podera variar consoante a concentracao de sais, o0 pH e a preparacéo
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do meio. Estes autores consideraram uma concentracdo de 10 g/L de agar (1%) para 0 meio
MS com concentracdo de 100% (Murashige & Skoog, 1962). Martinez-Cruz et al. (2013) e
Moura et al. (2014), forneceram ao meio MS com uma concentracdo de 100% bem como ao
meio MS com uma concentracdo de 50%, 7 g/L de agar (0,7%). Outros autores, forneceram 30
g/L (3%) de agar (Lim & Knight, 2000) e 8 g/L de agar (0,8%) (Ismaini et al., 2017a), sendo
esta Ultima concentracdo a referida para 0 meio Murashige & Miller (1976) e para 0 meio
Quoirin & Lepoivre (1977).

2.5.3. Condic0es de cultura
2.5.3.1. Temperatura

Como referido na seccdo 2.4.1, a temperatura € um dos fatores mais importantes para a
germinacdo das sementes. As temperaturas maximas e minimas podem influenciar
negativamente a germinagdo enquanto que um intervalo de temperaturas médio afeta a mesma
de forma positiva, levando a mesma a ocorrer num periodo curto (Edwards, 1932). A taxa de
germinacdo € maior quando existe alteracdo nas temperaturas diarias do que quando as
temperaturas se mantém constantes (Edwards, 1932). Segundo Baskin & Baskin (2014), a
diferenca entre as temperaturas deve ser igual ou superior a 10°C, enquanto que segundo
Thompson & Grime (1979) basta a alteracdo de 1°C durante o periodo de ensaio para estimular
a germinacdo, em diversas espécies.

Na cdmara de crescimento, as sementes sdo submetidas, geralmente, a uma temperatura
que varia entre 22°C e 25°C com alteracdes de temperatura na ordem dos 1°C-2°C (Ismaini et
al., 2017b; Lim & Knight, 2000; Manzur et al., 2014; Martinez-Cruz et al., 2013).

2.5.3.2. Luminosidade

Tendo em conta a importancia da presenca de luz para a germinacéo referida na secgédo
2.4.1, deve ter-se em consideracdo quais os parametros mais favoraveis para a ocorréncia do
processo. Assim, o fotoperiodo geralmente utilizado € de 16 horas de luz e 8 horas de escuro
(Ismaini et al., 2017b; Lim & Knight, 2000; Manzur et al., 2014), no entanto segundo Baskin
& Baskin (2014) e Martinez-Cruz et al. (2013) as sementes devem ser submetidas a presenca
de luz por um periodo de 12 a 14 horas para a germinagao ocorrer.

Relativamente aos efeitos do comprimento de onda na germinacdo, Toole et al. (1955)
verificaram que as sementes tém maiores taxas de germinagdo nos comprimentos de onda na
ordem dos 580-700 nm (luz vermelha), sendo que acima dos 700 nm existe inibicdo da

germinacao.
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2.5.4. Aclimatizacéo

A fase de aclimatizacdo envolve a passagem da plantula propagada in vitro para as
condicdes ex vitro, isto €, a transferéncia de ambiente artificial, asséptico e controlado para o
ambiente natural em campo. Esta fase tem como objetivo a transigdo gradual da plantula,
reduzindo o stress e as perdas causadas pelas grandes diferengas entre 0s ambientes in vitro e
ex vitro (Gongalves, 1992; Moura et al., 2014).

Este processo tem uma elevada importancia na propagacéo de plantas in vitro por ser a
etapa onde se registam as maiores perdas de explantes, isto deve-se ao facto de o material
vegetal passar de uma condicdo heterotrofica - com fornecimento artificial de nutrientes, fonte
de carbono e energia bem como um ambiente controlado - para uma condicdo autotrofica, onde
tem de desenvolver autossuficiéncia fotossintética para a sua sobrevivéncia (Goncalves, 1992;
Ismaini et al., 2017a; Kadlecek et al., 2001; Moura et al., 2014). Por outro lado, existem muitas
perdas por conta da desidratacdo das plantulas originaria das elevadas perdas de dgua sofridas
nas condigcdes ex vitro. Estas perdas ocorrem devido a fraca capacidade de regulacdo da
transpiracdo pelas plantulas devido ao deficiente funcionamento dos estomas provocado pelas
condicBes asseticas e controladas em que a pléntula se desenvolve no sistema in vitro
(Goncalves, 1992; Valasevich et al., 2009).

De modo a promover uma adaptacao das plantulas as condi¢des ex vitro com sucesso, é
necessaria a alteracdo, de forma gradual, de diversos fatores fisicos tais como a humidade
relativa, a luminosidade, a temperatura e o fotoperiodo (Debergh & Read, 1991; Goncalves,
1992; Ismaini et al., 2017a). Por outro lado, € essencial o controlo da nutricdo mineral, dos
possiveis ataques de agentes patogénicos e da frequéncia de rega bem como o uso de um
substrato adequado e de qualidade (Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon, 2017; Valasevich et
al., 2009).

2.5.4.1. Meios de aclimatizagao

2.5.4.1.1. Meio de cultura

Segundo diversos autores, 0 meio de cultura mais utilizado e com uma maior taxa de
sucesso, € 0 meio MS, por fornecer os nutrientes necessarios nas quantidades mais indicadas
para a multiplicacdo de plantulas (Moura et al., 2014; Pelizza et al., 2013; Pérez-Martinez &
Castafieda-Garzon, 2017; Reis et al., 2008). Os reguladores de crescimento, citocininas e

auxinas, sdo bastante importantes para a obtencdo de uma boa taxa de multiplicagcdo. Enquanto
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as citocininas sao o fator que mais influencia no desenvolvimento da plantula, as auxinas
promovem a formagdao de raizes (Pelizza et al., 2013; Reis et al., 2008).

Relativamente ao regulador de crescimento utilizado, os ensaios realizados por Erig et al.
(2002) mostraram que 0 BAP promove o aumento da taxa de multiplicacdo de Rubus idaeus.
Por outro lado, os ensaios realizados por Reis et al. (2008), onde foi testada a multiplicacdo em
meio MS com e sem suplementagdo da mesma hormona, obtiveram taxas de sobrevivéncia de
zero por cento para 0 meio com BAP e de 70% para 0 meio sem a presenca de BAP. Estes
resultados sdo suportados pelas pesquisas de Pérez-Martinez & Castafieda-Garzén (2017) que,
na realizacdo de um ensaio semelhante em dois tipos de Rubus diferentes, obtiveram melhores
taxas de multiplicacdo no meio MS sem presenga de BAP que no meio com presenca desta
hormona.

Tendo em consideracdo os efeitos positivos das hormonas de crescimento mencionados
acima, é possivel de admitir a testagem do meio MM e QL como meio de aclimatizacédo, por
estes apresentarem na sua formulacéo estes dois reguladores. Sendo as citocininas adicionadas
ao meio MM e ao meio QL sob a forma de cinetina e BAP, respetivamente, enquanto as auxinas

sdo adicionadas a estes meios sob a forma de I1AA no meio MM e 2,4-D no meio QL.

2.5.4.1.2. Substrato

O substrato utilizado pode influenciar diretamente 0 sucesso ou insucesso da
aclimatizacdo, pelo que uma escolha correta do mesmo é essencial. Pode ser utilizado
isoladamente ou utilizar diversos, compondo uma mistura de substratos (Pelizza et al., 2013).

Existem variados tipos de substrato, sendo os mais utilizados: a turfa, a perlite e a
vermiculite. A turfa apresenta um valor de pH baixo, baixa densidade, baixo teor de nutrientes
disponiveis e uma elevada capacidade de retencéo de dgua (ocupa 75-80% da porosidade total),
pelo que ndo é aconselhavel a sua utilizagdo como substrato isoladamente. Por outro lado,
apresenta uma CTC muito elevada tendo assim a capacidade de retengdo de um elevado numero
de nutrientes, 0 que a torna uma boa adic¢éo para uma mistura de substrato (Brito & Mouréo,
2012).

A perlite possui uma capacidade de retencdo de 4gua média (ocupa 50% da porosidade
total), pH neutro, uma CTC muito baixa e ndo contém nutrientes. Este substrato é utilizado,
maioritariamente, para aumentar a drenagem e arejamento dos substratos devido a sua
porosidade elevada (Brito & Mourdo, 2012). Existem também diferencas na granulometria que
influenciam o seu tipo de utilizag&o, a perlite fina apresenta uma maior capacidade de retencédo
de &gua, ndo devendo por isso ser utilizada isoladamente, enquanto a perlite grossa contribui

20



2. Revisdo bibliografica

para o arejamento, podendo ser utilizada isoladamente ou em mistura com materiais mais finos,
como a turfa, proporcionando assim melhores taxas de sobrevivéncia das plantulas ao promover
um equilibrio entre estes dois fatores (Avanzato & Cherubini, 1993; Brito & Mourdo, 2012).
Por fim, a vermiculite apresenta um pH neutro a basico, elevada porosidade e CTC e uma
elevada capacidade de retencdo de agua (60-65% da sua porosidade total), podendo ter varios
tipos de granulometria (Brito & Mourdo, 2012). Pelizza et al. (2013) afirmam que o uso de
vermiculite de granulometria média permite um maior desenvolvimento das raizes, enquanto
Pérez-Martinez & Castafieda-Garzén (2017) referem que o uso de vermiculite isoladamente
permite taxas de sobrevivéncia de plantulas de Rubus na ordem dos 80%, bem como o uso de
uma mistura de substrato de turfa, vermiculite e perlite, tendo este Ultimo melhores resultados.
E ainda de mencionar que, na utilizagdo de substrato como meio de aclimatizagdo, a
utilizacdo de meio de cultura liquido como fonte de nutricdo aquando da rega das plantulas tem

uma influéncia positiva no sucesso da aclimatizacdo (Pelizza et al., 2013).

2.5.4.2. Condigdes de aclimatizacéo

Como mencionado na sec¢do 2.5.4, é essencial que exista uma adaptagdo das plantulas as
condicBes ex vitro, pelo que os fatores fisicos vdo sendo gradualmente alterados de modo a
promover uma transplantacdo de sucesso para 0 campo. Estas alteraces consistem na redugdo
da humidade relativa, aumento da exposicao e intensidade luminosa, e regulacdo da temperatura
até a mais adequada. Ha que referir que, durante os primeiros dias de aclimatizagdo, as plantulas
devem ser protegidas da desidratacdo e elevada luminosidade até estabelecerem a sua
autossuficiéncia fotossintética sendo assim, posteriormente, reduzidas as taxas de humidade e
aumentada a intensidade luminosa, até serem atingidas as condi¢des naturais (Debergh & Read,
1991; Gongalves, 1992; Kadlecek et al., 2001).

Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon (2017), mantiveram a humidade relativa nos 90% e
a temperatura de 24°C tendo obtido taxas de sobrevivéncia na ordem dos 80%, sendo que a
principal causa de morte das plantulas no seu ensaio foi a desidratacdo, 0 que salienta a
importancia da manutencdo do humedecimento do substrato para evitar o stress hidrico e,
consequentemente, as perdas de explantes.

E também importante referir que existem cuidados a ter ao transplantar as plantulas para
a fase de aclimatizagédo, sendo estes a lavagem das mesmas de modo a remover todos 0s
vestigios de agar e o tratamento com fungicida, de modo a prevenir infecdes por agentes

patogénicos. (Gongalves, 1992; Kadlecek et al., 2001).
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3. Material e métodos

Este estudo foi realizado, em grande parte, no Instituto Superior de Agronomia, na Tapada
da Ajuda, sendo uma pequena parte das atividades realizada nas instalagdes da sede do Instituto
Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV), I.P., na Quinta do Marqués, Oeiras.

3.1 Material vegetal em estudo

Encontram-se em estudo duas espécies de pequenos frutos, a framboesa e a camarinha,
em dois estados de conservacdo diferentes.

Relativamente a framboesa, segundo o estado de conservacdo, foram testadas sementes
conservadas e frescas (Figura 22a e Figura 23). As sementes conservadas foram cedidas pelo
programa de melhoramento de framboesa do INIAV, autopolinizadas da variedade Polka, de
frutos colhidos em outubro de 2020, sendo conservadas a frio ap6s colheita, numa camara
frigorifica, a 4°C. No caso das sementes frescas, os ensaios foram realizados com duas
variedades diferentes, tendo sido o 1° ensaio com a variedade 8F471 com frutos colhidos
maduros no dia 7 e 11 de outubro de 2021 nas instalagdes do INIAV (Oeiras). No 2° ensaio foi
testada a variedade Clarita com frutos colhidos maduros no dia 20 de outubro de 2021, na
Herdade da Fataca (Odemira).

No que respeita a camarinha, foram testadas apenas as sementes conservadas (Figura 22b
e Figura 23, tendo estas sido fornecidas pelo INIAV, da variedade AM3 com frutos colhidos
maduros no dia 11 de agosto de 2015, de arbustos de Corema album na Aldeia do Meco, que

foram, posteriormente secos e conservados a frio (4°C).

3.2 Meio de cultura

Um dos fatores em estudo é o meio de cultura apropriado ao protocolo a desenvolver.
Deste modo, foram avaliados dois meios de germinagéo para determinar qual dos mesmos
apresentava maior sucesso no objetivo pretendido. Assim, procedeu-se a prepara¢do do meio
Quoirin & Lepoivre (1977) e do meio Murashige & Miller (1976).

Em primeiro lugar, determinou-se, de acordo com a bibliografia, quais as concentrac6es
necessarias de cada elemento para cada meio de cultura a ser testado (Quadro 14, Anexo 7.2.1),
estabelecendo-se 0s macro e micronutrientes, as vitaminas, os reguladores de crescimento, a
fonte de carbono e o agente solidificante a utilizar bem como as suas respetivas concentragdes.

Estes aspetos foram também determinados para 0 meio MS, 0 meio mais comummente

utilizado, para que exista um termo de comparagéo e, posteriormente, para preparacao do meio

22



3. Material e métodos

de aclimatizacdo das sementes, caso ocorra germinacgdo, por este ser 0 meio de maior sucesso
para a fase de aclimatizacdo das plantulas germinadas, segundo a bibliografia.
Deste modo, 0s meios de cultura a testar sdo 0s seguintes:
= Meio QL suplementado com GAs (0,1 mg/L), BAP (1 mg/L) e 2,4-D (0,02 mg/L)
= Meio MM suplementado com IAA (2 mg/L), cinetina (2 mg/L) e Ads (80 mg/L);
= Meio MS suplementado com BAP (0,5 mg/L).
O protocolo relativo a preparagdo dos meios de cultura encontra-se em detalhe no Anexo

7.2, juntamente com as concentracGes necessarias de cada componente.

3.3 Preparacéo do material vegetal

Antes de ser colocado no meio de cultura para germinacdo, o material vegetal foi
previamente preparado. Ambas as espécies em estudo foram submetidas ao mesmo
procedimento, apenas diferindo os tratamentos, em alguns aspetos, no caso de as sementes a

tratar serem conservadas ou frescas.

3.3.1. Pré-tratamento

No que respeita ao pré-tratamento das sementes, existem dois procedimentos: a
hidratacdo/extracdo da semente, consoante o fator estado da semente, e o corte da semente.

No primeiro procedimento, caso a semente seja conservada, esta tem de ser previamente
hidratada, durante um certo periodo de tempo. Neste estudo, existiram as seguintes variantes
para este processo: hidratacdo em agua por 24/48 horas e hidratacdo em fungicida por 1 hora.
Por outro lado, nas sementes frescas, apos colheita do fruto procedeu-se a extracao da semente,
esmagando os frutos manualmente, com recurso de um coador, enguanto incidia agua corrente
sobre 0s mesmos, com o objetivo de remover toda a polpa e residuos para obtencdo de sementes
limpas e prontas a iniciar o0 processo seguinte, a desinfecao.

Quanto ao segundo procedimento do pré-tratamento, este foi feito apds a desinfecdo
superficial das sementes, quer conservadas quer frescas, consistindo num corte transversal ao
eixo embrionario, na extremidade cotiledonar da semente sem atingir os cotilédones (Figura 5),
método testado com sucesso por Lim & Knight (2000), Mian et al. (1995) e Nesme (1985),
como mencionado na sec¢do 2.5.1.2. Este corte remove 0 tegumento, quebrando assim a
barreira fisica da semente facilitando a sua imbibicdo e, consequentemente, a sua germinacg&o.
Este corte foi feito, com o auxilio de uma lupa binocular e com as sementes colocadas em filme
liquido, tendo sido testados trés tipos de filme, em agua esterilizada, em acido ascorbico e em

fungicida (carbendazime a 10 mg/ml, sendo importante denotar que este fungicida se encontra
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proibido na UE, pelo que apenas pode ser utilizado em investigacdo para fins experimentais e

com condigdes controladas).

Figura 5 — Corte da semente, transversal ao eixo embrionario. Semente de framboesa (a) e semente de

camarinha (b).

3.3.2. Desinfecao superficial

Finalizado o pré-tratamento das sementes, procede-se a desinfecao das mesmas. Este fator

é um dos fatores a ser testado para a obtencdo do melhor protocolo de germinacéo, pelo que

foram desenvolvidos varios métodos de desinfecdo, durante o ensaio 1, de modo a definir o

ideal para ser utilizado nos restantes ensaios a desenvolver.

Assim, foram testados dois métodos de desinfecdo adaptados da bibliografia e um

terceiro, desenvolvido apos testagem dos anteriores cujos resultados ndo foram os esperados,

resultante da adaptacao dos dois primeiros métodos. Em todos os métodos testados foi utilizada

a mesma solugéo de desinfecdo cuja constituicdo consiste em 20% de lixivia comercial, 80%

de agua esterilizada e 0,1% de Triton X-100, um surfactante que tem como func¢éo aumentar a

adesividade. Os métodos de desinfecdo testados foram os seguintes:

Desinfecdo segundo Mian et al. (1995), consiste em desinfetar as sementes em
solucdo de desinfecdo, agitando por 10 minutos e, de seguida, proceder & lavagem
das sementes em agua esterilizada, por 4 vezes, agitando durante 2 minutos cada.
Desinfecdo segundo Ismaini et al. (2017b), cujo procedimento consiste em lavar
as sementes em agua esterilizada, por 2 vezes, agitando durante 5 minutos cada.
Passar as sementes por solugéo de etanol 70%, por um minuto agitando. Proceder
a lavagem das mesmas com &gua esterilizada, agitando por 2 minutos. Colocar
duas vezes as sementes em solucéo de desinfecdo, a agitar, por 10 minutos cada.
Por fim, efetuar a lavagem das sementes em agua esterilizada por 3 vezes,
agitando durante 5 minutos cada.

Desinfe¢do combinada, desenvolvida com base nas anteriores, que consiste em

fazer a lavagem das sementes, por 2 vezes, em agua esterilizada, agitando durante
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5 minutos cada. Passagem das mesmas 2 vezes, em solucdo de desinfecéo,
agitando por 10 minutos cada. Finalizacdo da desinfecdo com a lavagem das
sementes em agua esterilizada, 3 vezes, agitando por 5 minutos cada.

De maneira a complementar a desinfecao superficial, foi também testada a acdo de um
fungicida — carbendazime (10 mg/ml) - tanto no meio como na semente, e de um antibiotico —
canamicina na concentragdo 10 pg/ml. Assim, foram desenvolvidos e testados sete tratamentos
possiveis de desinfecéo:

DO — sem qualquer método de desinfecdo e aplicacdo de antibidtico — colocacdo das
sementes em antibidtico por 2 minutos, apds corte das mesmas;

D1 — método de desinfecdo de Mian et al. (1995) e aplicagdo de antibi6tico;

D2 - método de desinfecdo de Mian et al. (1995);

D3 - método de desinfecdo de Ismaini et al. (2017b);

D4 - método de desinfecdo de Ismaini et al. (2017b) e aplicacdo de fungicida no meio de
cultura antes da colocacdo das sementes na placa — proceder ao espalhamento de 75 ul de
fungicida na placa de Petri;

D5 — método de desinfecdo combinada, aplicacdo de fungicida no meio de cultura antes
da colocacdo das sementes no meio e adicdo de uma gota de fungicida em cima de cada semente
quando colocada na placa;

D6 - método de desinfecdo combinada e adi¢cdo de uma gota de fungicida em cima de
cada semente quando colocada no meio.

Através da testagem das diferentes possibilidades, definiu-se 0 método de desinfecdo D5
e D6 como os métodos a utilizar nos restantes ensaios do estudo, por serem 0s mais eficazes
(ver seccdo 4.1.1 sobre o método de desinfecéo utilizado), quer a nivel de contaminacgdes quer
a nivel de sucesso na germinagdo. Optou-se pela escolha dos dois métodos de desinfecdo com

maior sucesso de modo a existir um meio de comparacéo para este fator em ensaios futuros.

3.4 Sementeira em placas de Petri

Concluida a preparacdo da semente, procedeu-se a colocacdo da mesma no meio de
cultura para germinag&o. Este procedimento foi feito em cdmara de fluxo laminar, com recurso
a material esterilizado, onde as sementes foram dispostas na placa de Petri (9 cm de diametro),
previamente preparada com o0 meio respetivo, com o auxilio de uma pinga, sendo colocadas 25-
30 sementes por placa, consoante o espaco deixado entre as mesmas. Finalizada a colocagéo,

selou-se a mesma com parafilme, identificando-a para 0 acompanhamento do ensaio.

25



3. Material e métodos

Inicialmente, optou-se por testar os meios de cultura em estudo com sacarose,
verificando-se que, mesmo com o melhor método de desinfecdo, as contaminacdes nas placas
de Petri persistiam, mesmo que em menores quantidades (ver seccdo 4.1.2 dos resultados e
discussdo). Assim, para mitigar a0 maximo as contaminacgdes, 0s restantes ensaios foram

realizados em meio de cultura sem sacarose.

3.5 Aclimatizacao

Caso ocorra germinacdo — considera-se que a semente germinou quando a radicula
emergida é > 1 mm (Lisboa, 2017; Santos et al., 2014) — as sementes germinadas sdo repicadas
do meio de cultura do ensaio respetivo para outro local passando assim para a fase de
aclimatizacdo da estrutura germinada, fase na qual se promove o desenvolvimento e
crescimento do embrido de forma a obter uma plantula viadvel para o programa de
melhoramento. A repicagem das sementes germinadas € feita para um meio de crescimento,
que varia consoante a modalidade de aclimatizagdo em estudo.

Numa primeira fase, no decorrer do ensaio 1, todas as sementes foram repicadas para o
meio MS suplementado com BAP (0,5 mg/L), por este ser um meio de sucesso para a espécie
em ensaio. No entanto, ndo tendo sido obtidos bons resultados, optou-se por fazer as repicagens
para 0 meio de cultura utilizado na germinacdo, com a diferenca de que nesta fase, 0 meio
contém sacarose.

Posteriormente, de modo a avaliar a viabilidade das culturas in vivo foram testados meios
alternativos, os substratos para desenvolvimento das plantulas. Recorreu-se a diferentes tipos
de substratos, tais como a turfa, a perlite e a vermiculite bem como misturas dos mesmos, tendo
estes sido humedecidos com meio de cultura ou agua esterilizada. Os substratos utilizados
foram previamente esterilizados em autoclave nas condi¢cdes mencionadas anteriormente.

As modalidades de aclimatizagcdo testadas para todos os ensaios de germinagéo

encontram-se na sec¢do 3.6.1, respeitante a organizacdao dos mesmos.

3.6 Ensaios realizados

3.6.1. Germinacao das sementes

Relativamente & organizacdo dos ensaios de germinagdo das sementes, estes resultam na
testagem de diferentes combinagdes possiveis entre diversos fatores, sendo eles o pré-
tratamento, o tipo de desinfecdo superficial da semente, o filme liquido onde é efetuado o corte

da semente e o meio de cultura utilizado.
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O ensaio 1, correspondente a framboesa conservada, teve inicio em abril, tendo como
prioridade, em primeiro lugar, a definigdo do melhor método de desinfegéo, isto €, 0 método
com o qual se obteriam maiores taxas de germinagdo com o menor nimero de contaminacdes
possivel, pelo que foram testados 6 métodos de desinfecdo diferentes. Simultaneamente,
avaliou-se também o fator meio de cultura, pré-tratamento e filme liquido utilizado para o corte
da semente, de modo a analisar estes fatores para a espécie e estado de conservacao relativa a
este ensaio.

A testagem dos diferentes tratamentos foi realizada para o meio de cultura QL, com
sacarose (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8) e sem sacarose (T9 e T10) e, meio de cultura MM
sem sacarose (T11l e T12). As modalidades testadas, bem como o nimero de sementes

submetidas ao ensaio 1, encontram-se apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1 — Tratamentos realizados no ensaio 1, com sementes de framboesa conservada, em meio de
cultura QL, com e sem sacarose, e em meio de cultura MM sem sacarose.

Modalidades Pré-tratamento Desinfecéo IFlIme Meio de N°
iquido cultura = sementes
T1 Hidratac&o - 24h agua DO Agua QL 18
T2 Hidratac&o - 24h agua D1 Agua QL 89
T3 Hidratacio - 24h 4gua D2 Agua QL 49
T4 Hidratagdo - 24h agua D3 Agua QL 50
T5 Hidratagdo - 24h 4gua D4 Fungicida QL 113
T6 Hidratacdo - 1h fungicida D4 AA QL 24
T7 Hidratagdo - 24h 4gua D4 AA QL 49
T8 Hidratagdo - 24h 4gua D5 Fungicida QL 356
T9 Hidratagdo - 24h 4gua D6 Fungicida QLs 374
T10 Hidratagdo - 24h 4gua D6 Fungicida QLsa 23
T11 Hidratacdo - 24h agua D6 Fungicida MMs 442
T12 Hidratagdo - 24h 4gua D5 Fungicida MMs 240

Definido o método de desinfecdo a utilizar para os restantes ensaios, iniciou-se em
outubro, o ensaio 2, relativo a framboesa fresca. Neste, foram testadas duas variedades de
framboesa, a 8F471 e a Clarita, estando este ensaio dividido segundo as variedades em estudo
da seguinte forma:

Ensaio 2.1 — Tratamentos realizados a sementes de framboesa fresca, da variedade 8F471,
com a testagem de duas datas de colheita dos frutos, de modo a avaliar o estado de maturacao
dos mesmos, e a testagem dos dois meios de cultura a avaliar. As modalidades relativas a este
ensaio sdo as seguintes: F1, F2, F3 e F4.

Ensaio 2.2 - Tratamentos realizados a sementes de framboesa fresca, da variedade Clarita,
com a testagem de dois métodos distintos na escarificacdo mecanica, bem como a testagem dos

dois meios de cultura em estudo. As modalidades presentes neste ensaio sao: F5, F6, F7 e F8.
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Relativamente a avaliacdo dos métodos efetuados na escarificacdo, as modalidades F5 e F7,

correspondem a colocacdo das sementes em agua esterilizada, ap6s o corte das mesmas, durante

24 horas, de modo a permitir o alongamento e exposicdo da radicula antes de as colocar em

meio de cultura, enquanto a modalidade F6 e F8, sdo referentes a testagem da extracdo do

embrido da semente, apos as 24 horas em agua, com a coloca¢do do mesmo no meio.

As modalidades de tratamentos testadas no ensaio 2, encontram-se apresentadas no

Quadro 2.

Quadro 2 — Tratamentos efetuados no ensaio 2, para sementes de framboesa fresca, de duas variedades
distintas, a 8F471 (ensaio 2.1) e a Clarita (ensaio 2.2), em meio de cultura QLs e meio de cultura MMs.

Data

Modalidades = Variedade

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8

Colheita
8F471 07/10/2021
8F471 11/10/2021
8F471 07/10/2021
8F471 11/10/2021
Clarita 20/10/2021
Clarita 20/10/2021
Clarita 20/10/2021
Clarita 20/10/2021

Pré-tratamento

Extracdo semente
Extracdo semente
Extracdo semente
Extracdo semente
Extracdo semente
Extracdo embrido
Extracdo semente
Extracdo embrido

Desinfecéo

D6
D6
D6
D6
D6
D6
D6
D6

Filme
liquido
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida

Meio de
cultura
QLs
QLs
MMs
MMs
MMs
MMs
QLs
QLs

NO
sementes
243
318
299
243
202
36
217
33

O ensaio 3, iniciado em novembro, tratou da testagem dos diferentes tratamentos

efetuados para as sementes da outra espécie em estudo, a camarinha. Estas sementes

encontravam-se conservadas a frio (4°C). As modalidades referentes a este ensaio encontram-

se apresentadas no Quadro 3.

Quadro 3 — Tratamentos efetuados no ensaio 3, com sementes de camarinha conservada, em meio de
cultura MMs (ensaio 3.1) e em meio de cultura QLs (ensaio 3.2).

Modalidade Pré-tratamento

Cl Hidratacdo - 24h 4gua
C2 Hidratacdo - 48h agua
C3 Hidratagdo - 24h 4gua
C4 Hidratacgdo - 48h agua

Desinfecéo

D6
D6
D5
D6

Filme
liquido
Fungicida
Fungicida
Fungicida
Fungicida

Meio de
cultura

MMs
MMs
QLs
QLs

NO

sementes

93
152
107
149

Por altimo, foi efetuado em novembro, o ensaio 4, tendo este sido realizado com as

sementes e 0 tratamento de maior sucesso até a data de modo a proceder a testagem de diversas

modalidades de aclimatizacdo por forma a determinar qual o melhor método a utilizar nesta

fase. As modalidades testadas neste ensaio encontram-se no Quadro 4.
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Quadro 4 — Tratamentos efetuados no ensaio 4, com sementes de framboesa conservadas, em meio de
cultura MMs (ensaio 4.1) e em meio de cultura QLs (ensaio 4.2).

. . o
Modalidade Pré-tratamento Desinfecdo F |Ime Meio de N
liquido cultura sementes
Al Hidratacéo - 1h 4gua D6 Fungicida MMs 195
A2 Hidratacdo - 1h agua D6 Fungicida QLs 146

3.6.2. Aclimatizacao

O ensaio 5, correspondente a fase de aclimatizacdo das estruturas germinadas e
subsequente desenvolvimento das pléntulas resultantes das sementes, decorreu durante todo o
tempo de ensaios, de abril a dezembro. Este ensaio encontra-se dividido da seguinte forma:

Ensaio 5.1 — Aclimatizacdo com transferéncia sequencial para diferentes meios de cultura
in vitro até a passagem final para meio ex vitro. Este ensaio encontra-se dividido em duas fases:
uma primeira, onde se efetuou a passagem das sementes germinadas para meio de cultura, com
sacarose, de modo a promover o seu desenvolvimento em plantulas; uma segunda fase, onde
apos o desenvolvimento de folhas cotiledonares, as plantulas foram transferidas para outro meio
de cultura para completar o seu desenvolvimento, através da formacao de um maior nimero de
raizes e do desenvolvimento de folhas verdadeiras. Este ensaio, descrito no ponto 3.6.2.1, foi
realizado simultaneamente com todos 0s ensaios para a germinacdo pelo que se encontra
organizado de acordo com a espécie e o0 estado de conservagdo das sementes em estudo.

Ensaio 5.2 — Aclimatizacdo com transferéncia direta de meio de cultura in vitro para meio
ex vitro. Este ensaio decorreu em dezembro por se verificar que o ensaio 5.1 ndo estava a obter
os resultados pretendidos, consistindo na testagem da transicdo direta da semente germinada
para um substrato, previamente esterilizado, em frasco. Estes frascos sdo submetidos condi¢6es
ambiente minimamente controladas para promover uma rapida e eficaz adaptacdo ao meio ex
vitro. Para este ensaio foram testadas diversas modalidades, com varia¢cbes no substrato
utilizado e no meio de cultura para humedecimento deste, estando as mesmas descritas no ponto
3.6.2.2.

E ainda de referir que o nimero de sementes testadas em cada modalidade do ensaio 5.1
ndo é mencionado pelo facto de as sementes passarem por diferentes modalidades ao longo do
tempo, conforme o seu desenvolvimento. No entanto, refere-se a totalidade de sementes

germinadas submetidas a0 mesmo.
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3.6.2.1. Transferéncia sequencial de meio in vitro para ex vitro (ensaio 5.1)

Framboesa conservada

No que respeita a aclimatizacdo das sementes de framboesa conservada germinadas no

ensaio 1, foram testados como meio de aclimatizacdo na primeira fase:

= 0 meio MS suplementado com BAP (0,5 mg/L);

= 0 meio de cultura MM com sacarose para as sementes germinadas em meio de

cultura MMs;

= 0 meio de cultura QL, para as sementes germinadas do meio de cultura QLs;

= substrato (turfa), onde se iniciou a testagem da viabilidade de plantulas (com

folhas cotiledonares desenvolvidas) para a sobrevivéncia em meio ex vitro, sendo

este humedecido com meio de cultura liquido.

Na segunda fase foi testado o meio de cultura MS suplementado com BAP (0,5 mg/L),

em frasco ou tubo de ensaio, consoante o nimero de plantulas a transferir para esta fase.

No total, foram testadas, nas diferentes modalidades, 705 sementes germinadas em meio

de cultura QL (com e sem sacarose) e 540 em meio de cultura MM (sem sacarose), encontrando-

se no Quadro 5 as modalidades relativas a primeira fase e no Quadro 6, as modalidades para a

segunda fase.

Quadro 5 — Modalidades testadas na primeira fase da aclimatiza¢do do ensaio 5.1 para a framboesa

conservada.

Modalidades

Gl
G2
G3
G4
G5

Meio de origem

QL
QL
QLs
QLs
MMs

Meio de aclimatizacéo
MS;
QL
MS;
QL
MM

Quadro 6 — Modalidades testadas na segunda fase da aclimatizacdo do ensaio 5.1 para a framboesa

conservada.
Modalidades
G6
G7
G8
G9

Meio de origem
QL
MMs
MMs
MMs

Meio de aclimatizacéo

Substrato Meio de cultura
- MS,
- MS,
- MS;
Turfa QLsa
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Framboesa Fresca

As sementes de framboesa fresca germinadas foram submetidas a fase de aclimatizacéo
realizada no ensaio 5.1, encontrando-se, tal como nos ensaios relativos a germinacao, divididas
por variedade em estudo.

Variedade 8F471

Neste ensaio, foram testados como meio de aclimatizacéo para a primeira fase:

= 0 meio de cultura semelhante ao meio de germinacgéo respetivo, com a adi¢do de
sacarose;

= substrato humedecido com meio de cultura MM liquido, sendo testados a
vermiculite e a perlite. Para as modalidades testadas com substrato ha que
mencionar as diferencas relativas as condi¢des de cultura a que foram sujeitas,
sendo que para as modalidades X2, X3, X7 e X8, o0 ensaio decorreu em placa de
Petri fechada (sem selar com parafilme) enquanto para as modalidades X4 e X5,

0 ensaio foi realizado em cuvete plastica coberta com pelicula aderente.
Na segunda fase foi testado o meio MS suplementado com BAP (0,5 mg/L), em frasco
ou tubo de ensaio, tal como no ensaio descrito anteriormente. Assim, para esta variedade, foram
testadas 253 germinadas em meio de cultura MM e 186 germinadas em meio de cultura QL,

estando as modalidades testadas apresentadas no Quadro 7.

Quadro 7 — Modalidades testadas na primeira e segunda fase da aclimatizacdo do ensaio 5.1 para a
variedade 8F471 de framboesa fresca.

Meio de aclimatizacao

_Fase_de n Modalidades Me_lo de Substrato = Meio de cultura
aclimatizagéo origem

X1 MMs - MM
X2 MMs Vermiculite MMa
X3 MMs Perlite MMa

1 X4 MMs Vermiculite MMa
X5 MMs Perlite MMa
X6 QLs - QL
X7 QLs Vermiculite MMa
X8 QLs Perlite MMa
X9 MMs - MS;

2 X10 MMs - MSs
X11 QLs - MSs
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Variedade Clarita

Para esta variedade de framboesa fresca, o ensaio de aclimatizagéo foi realizado com 75
sementes germinadas em meio de cultura MMs e 116 sementes germinadas em meio de cultura
QLs. Os meios de aclimatizagdo testados foram 0s mesmos que para a variedade anterior, sendo
que nenhum dos explantes seguiu para a segunda fase. Nas modalidades Z2, Z3, Z5 e Z6, o
substrato foi colocado em placa de Petri fechada (sem selar com parafilme). As modalidades
testadas encontram-se no Quadro 8.

Quadro 8 — Modalidades testadas na primeira fase da aclimatizacdo do ensaio 5.1 para a variedade
Clarita de framboesa fresca.

Meio de aclimatizacao

Modalidades Meio de origem = Substrato Meio de cultura
Z1 MMs - MM
Z2 MMs Perlite MMa
Z3 MMs Vermiculite MMa
Z4 QLs - QL
Z5 QLs Perlite MMa
Z6 QLs Vermiculite MMa

Camarinha conservada

As sementes de camarinha germinadas no ensaio 3, foram submetidas a primeira fase de
aclimatizacdo cujo meio utilizado foi 0 mesmo da germinacédo, sendo as sementes germinadas
no meio de cultura QLs aclimatizadas no meio de cultura QL e, as sementes germinadas no
meio de cultura MMs aclimatizadas em meio de cultura MM. N&o existiu segunda fase de
aclimatizacdo por nenhum explante ter sobrevivido a primeira.

Na totalidade, foram testadas 82 sementes germinadas em meio QL e 26 em meio MM,

estando as modalidades representadas abaixo, no Quadro 9.

Quadro 9 — Modalidades testadas na primeira fase da aclimatizacdo do ensaio 5.1 para a camarinha
conservada.

Modalidades Meio de origem = Meio de cultura
Bl MMs MM
B2 QLs QL
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3.6.2.2. Transferéncia direta de meio in vitro para ex vitro (ensaio 5.2)

O ensaio 4 foi realizado de forma a testar diversas modalidades de aclimatizagdo para
obtencdo do melhor protocolo de germinacdo das sementes de framboesa conservada — espécie
e estado de conservacdo com melhores resultados (ver ponto 4.1.2 e 4.3) — com todas as fases
da mesma, desde a germinacgdo a passagem das plantulas viaveis resultantes para condigdes ex
vitro, tendo sido desenvolvido o ensaio 5.2 para a testagem de uma abordagem diferente a
aclimatizacao.

Neste ensaio foram testadas 111 sementes germinadas em meio de cultura QLs e 146
sementes germinadas em meio de cultura MMs. Quanto as modalidades de substrato, tendo em
consideracdo a bibliografia estudada e as propriedades dos diferentes substratos analisados,
escolheram-se 5 diferentes para este ensaio. Assim, foram testados 6 meios de aclimatizacéo:

= Substrato de turfa;

= Substrato de perlite;

= Substrato de vermiculite;

= Mistura de substrato de turfa e perlite;

= Mistura de substrato de turfa e vermiculite;

= Meio de cultura MS suplementado com BAP (0,5 mg/L), de forma a ter uma
modalidade semelhante ao ensaio 5.1, com a transi¢ao para meio de cultura sélido,
para comparacao dos ensaios.

Cada substrato foi humedecido com meio de cultura QLsa, caso as sementes germinadas
fossem oriundas de meio de cultura QLs ou com meio de cultura MMsa, Se as sementes
germinadas tivessem origem no meio de cultura MMs, de modo a fornecer um maior aporte de
nutrientes aos explantes para um maior sucesso da aclimatizacéo.

Todos os meios de aclimatizacdo foram colocados em frascos fechados, levemente, de
forma a deixar entrar oxigénio para dentro dos mesmos. As modalidades testadas sdo

apresentadas no Quadro 10.
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Quadro 10 — Modalidades testadas na fase de aclimatizac¢do do ensaio 5.2 para a framboesa conservada.

Meio de aclimatizacéo

Modalidades Meio de origem Substrato Meio de cultura
M1 MMs - MS;
M2 MMs Turfa MMsa
M3 MMs Turfa + Vermiculite MMsa
M4 MMs Turfa + Perlite MMsa
M5 MMs Vermiculite MMsa
M6 MMs Perlite MMsa
M7 QLs - MSs
M8 QLs Turfa QLsa
M9 QLs Turfa + Vermiculite QLsa
M10 QLs Turfa + Perlite QLsa
M11 QLs Vermiculite QLsa
M12 QLs Perlite QLsa
3.7 Medicoes

No que respeita ao acompanhamento dos ensaios, tanto as placas de Petri em ensaio para
avaliacdo da germinacdo como as placas de Petri em aclimatizacdo, sdo sujeitas as seguintes
condigdes de cultura: temperatura entre 20 e 22°C e luminosidade natural. As condicbes de
cultura eram para ser avaliadas com a testagem de alteragdes nas mesmas, a nivel de
temperatura, luminosidade, fotoperiodo e humidade relativa de forma a determinar quais as
condic¢des 6timas para a maximizacdo das taxas de germinacdo e, posteriormente, das taxas de
viabilidade na aclimatizacdo das duas espécies em estudo. No entanto, a cdmara de crescimento
encontrava-se avariada no decorrer dos ensaios, nao tendo sido possivel o seu arranjo devido a
limitacGes impostas pelo covid 19, impedindo a testagem deste fator no estudo. Assim sendo,
como 0s ensaios decorreram sujeitos as condigdes ambiente e suas oscilagfes, os resultados
obtidos podem ter sido influenciados pela negativa visto que as condi¢des de cultura sdo um
fator de forte influéncia na germinacdo, principalmente a temperatura.

No que respeita aos substratos para desenvolvimento das plantulas utilizados na
aclimatizacdo, estes foram mantidos sob as mesmas condic¢des das placas de Petri, com a
diferenga de que foram mantidos humedecidos com recurso a dgua esterilizada/ meio de cultura.

Cada placa de Petri foi monitorizada semanalmente, sendo efetuados os registos relativos
as sementes germinadas bem como possiveis contaminacfes nas placas. Quando ocorreu
germinacao, as estruturas respetivas foram repicadas para placa de Petri ou substrato (consoante
a modalidade de aclimatizacao a testar), passando para a fase de aclimatizacdo. Nesta fase, 0s
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explantes sdo, também, monitorizados semanalmente, procedendo-se aos registos relativos a

contaminagdes, desenvolvimento da radicula e crescimento da plantula.

De modo a proceder a analise e quantificacdo relativa a germinacdo das sementes em

estudo, os resultados sdo expressos em:

Percentagem de sementes germinadas - calculada para cada placa em ensaio sendo
posteriormente efetuada a média consoante os fatores a analisar

N total de sementes germinadas
x 100

N2 total de sementes
Velocidade de germinacao (em dias) — calculada para cada placa em ensaio sendo

posteriormente efetuada a média consoante os fatores a analisar

(Dia do inicio do ensaio — Dia da 12 germinacao)
Duracdo do ensaio (em dias) — calculada para cada placa em ensaio sendo
posteriormente efetuada a média consoante os fatores a analisar

(Dia do inicio do ensaio — Dia do fim do ensaio)
Percentagem de sementes para aclimatizacdo — calculada para cada placa em
ensaio sendo posteriormente efetuada a média consoante os fatores a analisar

N¢ sementes transferidas para aclimatizagao 100

N2 de sementes inicial

Para proceder a andlise e quantificacdo das varidveis em estudo para a aclimatizacdo, 0s

resultados sao expressos em:

Taxa de viabilidade das plantulas germinadas - calculada para cada placa em
ensaio sendo posteriormente efetuada a média consoante os fatores a analisar

N¢ de plantulas viaveis
x 100

N¢ total de sementes germinadas
Duragdo do ensaio (em dias) — calculada para cada placa em ensaio sendo
posteriormente efetuada a média consoante os fatores a analisar

(Dia do inicio do ensaio — Dia do fim do ensaio)

35



3. Material e métodos

3.8 Tratamento estatistico

Para o tratamento estatistico dos resultados, efetuou-se uma analise através de testes ndo-
paramétricos devido a heterogeneidade das amostras existentes em cada modalidade testada.

As anélises estatisticas dos dados foram efetuadas com o software R (https://www.r-

project.org/), através do teste de Kruskal-Wallis, com um nivel de significAncia para todas as
analises de 0,05.

Para 0s ensaios relativos a germinacéo (ensaio 1, 2, 3 e 4), fez-se a analise das variaveis
taxa de germinacéo, velocidade de germinacdo, duragdo do ensaio e percentagem de sementes
transferidas para aclimatizagdo. Estas varidveis foram analisadas estatisticamente para diversos
fatores consoante o ensaio em estudo, assim:

Ensaio 1 - pré-tratamento, método de desinfecéo, filme liquido para corte da semente e
meio de cultura;

Ensaio 2 - meio de cultura, para ambas as variedades em estudo; data de colheita, para a
variedade 8F471 e pré-tratamento (para analisar o método de escarificacdo mecanica), para a
variedade Clarita;

Ensaio 3 - pre-tratamento, método de desinfe¢do e meio de cultura;

Ensaio 4 - meio de cultura.

Nos ensaios respeitantes a aclimatizacdo (ensaio 5.1 e 5.2), foi efetuada a andlise as
variaveis taxa de viabilidade e duracdo do ensaio para os fatores meio de cultura e substrato.

Todas as variaveis testadas foram transformadas antes de ser efetuados os testes ndo-
paramétricos para se trabalhar com varidveis continuas. Assim, utilizou-se a fungéo arcsen para
as variaveis taxa de germinacdo, percentagem de sementes para aclimatizacdo e taxa de
viabilidade e a funcdo raiz quadrada para as variaveis duracdo do ensaio e velocidade de

germinacéo.
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4. Resultados e discussao

4.1 Germinacao das sementes de framboesas conservadas

Com o objetivo de obter o protocolo de germinacdo mais eficiente foram testados, em
ensaios preliminares, a framboesa conservada e diferentes parametros para definir qual o
procedimento a seguir nos restantes ensaios. Estes ensaios tiveram como principal foco os pré-
tratamentos, sendo o meio de cultura utilizado o meio QL, com e sem sacarose, até
estabelecimento do protocolo para avancar para a analise dos outros fatores. Ao implementar
diferentes modalidades a cada caso, cada modalidade foi sendo eliminada a medida que se
verificava a falha de algum dos fatores em analise, permitindo, deste modo, chegar a um
protocolo mais consistente, quer em termos de pré-tratamentos, quer em termos de meio.

O tratamento estatistico reflete todo o ensaio referente a framboesa conservada (ensaio
1), sendo que, por nem sempre existir 0 mesmo numero de sementes em cada uma das
modalidades - pela disponibilidade do material vegetal e pela necessidade de se testar diferentes
modalidades - foram realizados testes ndo-paramétricos, de modo a ultrapassar a limitacdo da
heterogeneidade das amostras em cada modalidade.

Os resultados dos diferentes ensaios sdo analisados em conjunto de modo a determinar
quais os pré-tratamentos para todos 0s ensaios bem como qual o meio de cultura mais eficaz
para esta espécie e estado de conservacdo. Na fase final dos ensaios foi ainda efetuado o ensaio
4 (modalidades Al e A2), com a framboesa conservada, para proceder a testagem de diferentes
modalidades de aclimatizacdo e, confirmar os resultados obtidos no ensaio 1.

E ainda de referir que, como mencionado na seccdo 3.7, o fator condicdes de cultura ndo
pode ser testado, evidenciando a possibilidade de terem ocorrido efeitos tanto positivos como
negativos do mesmo nas taxas de germinacdo, que ndo puderam ser contabilizados. De acordo
com diversos autores (Bewley et al., 2013; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Yan &
Chen, 2020), a temperatura pode influenciar fortemente a taxa e o tempo de germinacdo, sendo
que as temperaturas Otimas para a maior taxa de germinacdo no menor tempo rondam os 20-
30°C, temperaturas que foram atingidas. Também, segundo Edwards (1932), as taxas de
germinacdo sdo mais elevadas quando existem alteracfes nas temperaturas diarias, 0 que se
verificou, pela oscilagdo nas temperaturas consequentes do facto de néo se conseguir controlar

as mesmas, podendo ter tido um efeito positivo na germinagéo.
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4.1.1. Efeitos da preparacdo do material vegetal na germinacao

Pré-tratamentos utilizados nos ensaios

Relativamente aos pré-tratamentos, foram analisados dois pardmetros: a solugdo de
hidratacéo e a solucdo de corte.

Para a solucgéo de hidratacdo, foram testadas duas opcOes — hidratagéo durante 24 horas
em agua esterilizada (T1, T2, T3, T4 e T5, T7, T8 e T9) e hidratacdo por 1 hora em fungicida
(T6) — nas quais ndo se verificaram diferencas significativas nos resultados estatisticos obtidos
para a taxa de germinacdo, velocidade de germinacdo, duracdo do ensaio e percentagem de
sementes para aclimatizagdo. A modalidade T6 obteve, tendencialmente, menores taxas de
germinacdo (em média, 50% de germinacdo enquanto as restantes obtiveram uma média de
66,5%), tendo o0 ensaio uma duracdo superior as restantes para atingir taxas de germinacao
inferiores (duracdo média de 59 dias enquanto as outras modalidades duraram, em média, 41
dias). A velocidade de germinacdo foi substancialmente menor demorando 14 dias para a
primeira germinacao, fator que levou ao descarte desta opcdo como solucdo de hidratacéo.

Segundo Baskin & Baskin (2014), para que a imbibicdo da semente e, consequentemente,
0 inicio da germinacdo ocorra é essencial tanto um nivel adequado de hidratagdo como a
permeabilidade das sementes a agua. Nos ensaios realizados, procedeu-se, nas sementes
conservadas, ao processo de hidratacdo das sementes por 24 horas e, como se pdde observar,
guando sujeitas a hidratacdo, as sementes aumentaram o seu volume indicando a sua
permeabilidade e germinaram com sucesso, evidenciando a correta imbibicao.

No que respeita a solucdo de corte, foram avaliadas como possibilidade trés solucGes
diferentes — agua (T1, T2, T3, T4), fungicida (T5, T8 e T9) e &cido ascérbico (T6 e T7). Tendo
em conta os resultados obtidos (Quadro 16, Anexo 7.3), verificou-se que o fungicida sera a
melhor opcdo, sendo o que apresentou melhores resultados a nivel de taxas de germinacgédo e
percentagem de sementes para aclimatizacdo (em média, 70% para cada variavel). O acido
ascorbico apresentou os piores resultados, com taxas de germinacdo e, consequentemente,
percentagem de sementes para aclimatizacgao, na ordem dos 40%.

Analisando a Figura 6 pode interpretar-se que, ao contrario do verificado nos resultados
referentes ao tratamento de médias, a solucdo de corte mais favoravel a germinagéo seria a agua.
Esta apresenta 50% das amostras entre os 80 e os 100% de germinacao, enquanto o fungicida
tem 50% das amostras entre 45 e 80% e o acido ascorbico entre os 40 e 50%. No entanto,
verifica-se também que a &gua tem amostras com germinagdes de 40% bem como outliers, que
mostram a sua instabilidade como solucdo de corte. Tendo em conta que ndo se consegue

garantir um nivel de contaminacgdes aceitavel, a agua torna-se uma opcao inviavel pelo facto
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de, na existéncia de sementes (muito) contaminadas, ndo impedir a propagacdo dessas
contaminag0es, ao contrério do fungicida, que consegue limita-las sendo uma garantia maior
para niveis mais altos de contaminacéo, como os obtidos. Isto é confirmado pelos resultados
mais homogéneos do fungicida, bem como os dados do tratamento estatistico referente a

comparacéo de médias.

| | | | | |
0.0 0.2 04 06 0.8 1.0

Figura 6 — Caixa de bigodes relativa as taxas de germinagdo das sementes de framboesa conservada em
funcgdo da solucéo de corte utilizada: agua (a), &cido ascorbico (b) e fungicida (c).

Meétodo de desinfecéo utilizado

De modo a estabelecer o método de desinfecdo mais eficiente, foram analisadas as
seguintes variaveis: taxa de germinacdo, velocidade de germinacdo, duracdo do ensaio e
percentagem de sementes transferidas para a fase de aclimatizacdo (variaveis quantitativas
analisadas estatisticamente) (Quadro 11), bem como a varidvel qualitativa contaminacdes
(Figura 7).

Pelo facto de todas as varidveis serem essenciais no sucesso do método de desinfecéo,
sdo deste modo analisadas em conjunto, sendo por isso, a deciséo final do método de desinfecédo
a utilizar, o resultado do equilibrio entre as mesmas.

E de referir que nos quadros das variaveis quantitativas, as letras ndo correspondem
exatamente aos valores adjacentes, mas sim ao resultado do teste Kruskal-Wallis, i.e., os valores
presentes sdo referentes as médias e as letras sdo relativas ao teste de comparagGes maultiplas

associado ao teste ndo-parametrico.

39



4, Resultados e discussao

Quadro 11 — Taxa de germinacdo média, velocidade de germinacdo média, duragdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizacdo de cada método de desinfecdo
testado no ensaio 1, com framboesa conservada.

Desinfecéio T_axa ge Velpcidgde o!e Dur'?u;éo_do nger_ltes para
germinacdo (%) germinagdo (dias) = ensaio (dias) aclimatizacéo (%)

DO 0,0C 0,0C 8,0C 0,0C

D1 55,2 BC 56C 36,0 ABC 52,2BC

D2 86,1 A 9,3A 59,7 A 86,1 A

D3 49,5 ABC 8,0 AB 29,0 BC 49,5 ABC

D4 428C 9,4BC 49,0 AB 39,2C

D5 68,4 AB 6,6 C 36,4 BC 68,4 AB

D6 759 A 7,0 AB 44,2 ABC 759 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05. Alguns dos valores, relativos ao método D6, ndo
foram considerados em virtude de terem sofrido uma anomalia pelo surgimento de dificuldades
logisticas de acesso ao ISA (covid-19), num determinado periodo, ndo sendo assim representativos.

Como se pode verificar pelos resultados obtidos, a testagem do método de desinfecdo DO,
serviu apenas para confirmar que néo seria viavel para o objetivo pretendido ndo proceder a
desinfecdo superficial das sementes, facto evidenciado pela eliminagdo por contaminagdo ao
fim de 8 dias em ensaios, bem como a percentagem nula de germinacao.

No que respeita ao método D2, apesar de ter uma taxa de germinacdo média de 86,1%,
pode constatar-se que € um dos métodos que apresenta maior numero de contaminacdes (Figura
7), menor velocidade de germinacdo, demorando em média, 9,3 dias até ocorrer a primeira
germinacdo e, maior durabilidade. Sendo os resultados destes trés fatores muito distantes dos
pretendidos, verificou-se que este método de desinfecdo ndo seria viavel para o objetivo
pretendido.

Os métodos D1 e D3, apresentaram resultados que ficaram aquém dos pretendidos
relativamente as taxas de germinacao, tendo obtido, em média, 55,2% e 49,5%, respetivamente,
além disso, a nivel de contaminacgdes, 0 método D1 foi o0 que apresentou mais contaminacdes
(Figura 7), seguido pelo método D3. Com base nos resultados obtidos, estes dois métodos foram
retirados do ensaio.

O método D4, apresentou melhores resultados a nivel de contaminagdes, tendo cerca de
67% de placas em ensaio com contaminagdes, mas tendo sido eliminadas por essa razao cerca
de 42% (Figura 24, Anexo 7.3). Por outro lado, foi o0 método que apresentou, em termos de
valores médios, menores taxas de germinacdo (42,8%), isto pode ser explicado pelo facto de
este processo de desinfecdo ter uma passagem por etanol a 70%, que podera levar a secagem
da semente e, consequente, inibi¢do da sua germinacdo. Tendo em consideracédo as baixas taxas
de germinac&o e o facto de ser o método, quando analisados os valores médios, que mais tempo
demora até a 12 germinagédo, o0 método D4 foi retirado dos ensaios.
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Por fim, os métodos D5 e D6, foram métodos derivados de uma combinacdo dos
processos de desinfecdo testados previamente que falharam, mas mostraram potencial para o
sucesso do protocolo. Por um lado, o método de Mian et al. (1995) (D1 e D2) provou ter um
efeito positivo na taxa de germinagcdo mas um ndmero de contaminagdes elevado, enquanto o
método de Ismaini et al. (2017b) mostrou uma diminui¢do nas contamina¢des mas uma reducao
nas taxas de germinacdo devido ao uso de etanol. Deste modo, procedeu-se a elaboracéo de um
método de desinfecdo combinado, que obtivesse os resultados pretendidos. O método D6
obteve, em média, 75,9% de germinagdo enquanto o D5 obteve 68,4%, tendo este Gltimo uma
maior velocidade de germinacao, 6,6 dias, em comparacdo com o D6, que demorou 7 dias a
apresentar a 12 germinacdo. A nivel de contaminacges, 0 D6 foi 0 que apresentou menor nimero
(47,6%), com 42,8% das placas eliminadas por contaminacédo (Figura 24, Anexo 7.3), seguido
do D5 que apresentou 55,6% de contaminacdes com 50% das placas eliminadas por essa razéo.
E ainda de referir que foram os métodos que apresentaram uma maior percentagem de sementes
transferidas para a fase de aclimatizacéo, tendo o D6 obtido, em média, 75,9% de sementes para
aclimatizacéo e o D5, 68,4%, replicando os valores obtidos para a germinagao.

Com os resultados obtidos e, tendo em conta que, em alguns casos, como as camarinhas,
havia a necessidade de comparar duas possibilidades de desinfecdo diferentes, foi decidido que
seriam utilizados 0 método D5 e D6 para o protocolo de germinagio em elaboracio. E também
de referir que estes dois métodos de desinfecdo foram testados em conjunto com o meio de
cultura sem sacarose, pela possibilidade do meio rico em acuUcares estar a potenciar

contaminacgdes, como estas diminuiram, optou-se por manter o uso deste meio nos restantes

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6

mContaminada M N&o Contaminada

ensaios.

Figura 7 — Percentagem de placas em ensaio com sementes contaminadas, em funcdo do método de
desinfecdo utilizado em sementes de framboesa conservada.
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4.1.2. Efeito do meio de cultura na germinacao

No que respeita ao fator meio de cultura, a decisdo sobre 0 mesmo tem em conta as
mesmas variaveis que o método de desinfecdo, tendo a relacdo taxa de germinacdo/velocidade
de germinacgéo/duracdo do ensaio maior peso, pelo facto de se pretender obter elevadas taxas
de germinagdo no minimo tempo possivel e, quanto mais rapidamente ocorre a primeira
germinacdo menos tempo levara o ensaio a decorrer. Os resultados obtidos no ensaio 1 para o

meio de cultura, encontram-se apresentados no Quadro 12.

Quadro 12 — Taxa de germinacdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizacdo relativas a cada meio de
cultura testado no ensaio 1, com framboesa conservada.

Meio Taxa Eie Velpcidrilde d_e Durggéo_do Sementes para
germinacéo (%) germinacdo (dias) ensaio (dias) aclimatizagéo (%)
QL 56,7 B 75B 41,3B 55,3B
QLs 73,3 AB 73A 52,0 A 73,4 AB
QLsa 56,5B 50B 17,0B 56,5B
MMs 789 A 6,6 B 335B 789 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.

Pode constatar-se que o meio de cultura com maiores taxas de germinacgdo €, em termos
de valores médios, 0 MMs (78,9%), tendo uma diferenca de 5% para 0 meio QLs, 0 que
demonstra que sera 0 meio mais eficiente para o objetivo pretendido.

Quanto a velocidade de germinacdo verifica-se que o meio MMs apresenta maior
velocidade de germinacgéo que o QL e QLs, embora o tratamento estatistico sugira que 0s meios
QL, QLsa e MMs tenham valores equivalentes nesta variavel. Assim, pode observar-se que o
meio MMs demora em média 6,6 dias para a primeira germinacdo, enquanto 0s meios QL e
QLs rondam os 7/8 dias. Outra constatacéo relevante € o facto de o ensaio com recurso ao meio
de cultura MMs ter uma duragdo menor em termos médios que 0 QLs e QL, possivelmente pela
maior velocidade de germinagdo, embora em termos estatisticos globais ndo haja diferencgas
significativas entre QL, QLsa e MMs.

O meio QLsa, no qual foi testada uma pequena amostra, foi 0 meio que obteve a maior
velocidade de germinacdo, no que respeita aos valores medios, tendo a primeira germinagao
ocorrido aos 5 dias. No entanto, ndo avangou como possibilidade nos ensaios pelas baixas taxas
de germinacdo (56,5%) e, pela maior dificuldade no manuseamento e monitorizacdo das

sementes no mesmo.
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Estas observacdes mostram que, embora ndo existam diferencas significativas, 0 meio
MMs podera ser a melhor opgdo para a germinacdo de sementes de framboesa conservada,
permitindo obter maiores taxas de germinacdo no menor tempo possivel. Isto pode ser
confirmado através da observacéo da evolugéo das taxas de germinacéo no decorrer dos ensaios
para cada meio (Figura 8), onde se verifica que ndo s6 0 meio MMs tem a maior taxa de
germinagdo como, no primeiro registo, tem logo uma % média de sementes germinadas muito

mais elevada que os restantes meios de cultura (69,4%).
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Figura 8 — Taxa de germinacdo média (em %) ao longo do ensaio 1, em funcdo do meio de cultura. Os
registos para o ensaio com o0 meio QL iniciaram-se no dia 29/4, com 0 meio QLs e QLsa no dia 12/7 e
com o meio MMs no dia 13/9.

No que respeita as contaminacdes, verificou-se que 49 de 85 placas em ensaio sofreram
contaminagéo (Figura 25a, Anexo 7.3), sendo que 40 das contaminadas foram eliminadas por
esta razdo (Figura 25b, Anexo 7.3). O meio QL foi o que apresentou o maior nimero de
contaminagdes (27 placas), isto deve-se provavelmente ao facto de ter sido o meio onde foram
testados os diferentes métodos de desinfecdo e, por este ter sacarose na sua constituicéo,
promovendo um meio propicio a maior propagacdo de agentes patogeénicos. O meio MMs
apresentou 12 placas com contaminagdes enquanto o QLs apresentou 0 menor nimero de
contaminagdes (10 placas). Ao realizar-se a analise relativa as contaminacfes constatou-se que
0S meios sem a presenca de sacarose apresentam menos contaminagdes pelo que se optou pela
utilizagdo do mesmo nos restantes ensaios.

Posteriormente, ja com o protocolo de germinacao estabelecido, procedeu-se a realizacao

de um dltimo ensaio (ensaio 4), de forma a testar modalidades de aclimatiza¢do. Deste modo,
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os resultados obtidos neste ensaio foram analisados para confirmar as decisdes tomadas no
primeiro ensaio relativo a framboesa conservada.
Pode observar-se que as taxas de germinagao apresentaram valores superiores aos obtidos no
primeiro ensaio (Quadro 17, Anexo 7.3), tendo 0 meio QLs (com taxa de germinagdo média de
97,6%) sido superior a0 meio MMs (89%). Estes resultados evidenciam o facto de o meio de
cultura poder néo ter tido muita influéncia no sucesso da germinacao, neste caso. Isto pode ser
explicado pela inexisténcia de diferencas significativas entre os valores em ambos 0s ensaios
realizados e, pela alteracdo do meio com maiores taxas de germinacdo de um ensaio para o
outro, pelo que esta alteracdo pode ser originaria de outro fator. E ainda de referir que, no ensaio
4, a percentagem de sementes transferidas para a fase de aclimatizagéo foi superior ao ensaio
1, tendo uma diferenca de, aproximadamente, 23% para 0 meio QLs e 11% para 0 meio MMs.
Quanto as contaminacg0es, estas diminuiram consideravelmente em relacdo ao ensaio 1, tendo
apenas sido eliminada uma placa de cada meio por essa razdo. O meio MMs continua a
apresentar um maior nimero de contaminagdes relativamente ao meio QLs, tendo o primeiro
contaminacgdes em 4 placas e 0 QLs em 1 placa apenas, a que foi eliminada.

O aumento das taxas de germinacdo e da percentagem de sementes por placa para
aclimatizacdo bem como a diminuicdo das contaminacGes, mostram a estabilizacdo do

protocolo para esta espécie e estado de conservacéo.

4.2 Germinacgdo das sementes de framboesas frescas

Depois da estabilizacdo do protocolo de preparacdo do material vegetal, seguiu-se para
0s ensaios com as framboesas frescas onde se testaram duas variedades diferentes, cujos
resultados estatisticos foram analisados individualmente, estando apresentados em cada fator
estudado com essa diferenciacéo.

Na primeira variedade (8F471), avaliou-se a influéncia da data de colheita e do meio de
cultura na germinagdo — modalidades F1, F2, F3 e F4 - enquanto na segunda variedade (Clarita),
foram analisados os fatores escarificacdo mecéanica e o0 meio de cultura — modalidades F5, F6,
F7 e F8.

De modo a definir que variedade apresenta melhores resultados para o objetivo, foi
também efetuada uma comparacao entre as mesmas, onde a preparacao do material vegetal foi
igual para ambas, avaliando apenas o fator variedade para os diferentes meios de cultura.

Nestes ensaios verificou-se, com a utilizagdo do mesmo protocolo, um ndmero muito
superior de contaminagdes relativamente ao ensaio 1, isto pode ser explicado pela presenca de

agentes patogénicos, enddgenos ou exdgenos, nas sementes extraidas do fruto fresco, agentes
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esses que se propagam quando as sementes sao colocadas em meio de cultura rico em nutrientes,

propicio ao seu desenvolvimento.

4.2.1. Efeitos da preparacado do material vegetal na germinacéo

Influéncia da data de colheita na germinacgéo da variedade 8F471

No que respeita a data de colheita, as sementes foram extraidas de frutos colhidos dia
7/10 (F1 e F3) e dia 11/10 (F2 e F4). Os valores obtidos estatisticamente nao apresentaram
diferencas significativas para as variaveis em estudo mostrando que a data de colheita néo
influenciou as taxas de germinagdo. Os frutos colhidos no dia 7/10 obtiveram, no entanto,
valores médios mais elevados para as taxas de germinacdo (em média, 46,2% de germinacao,
cerca de mais 10% que os frutos colhidos a 11/10), uma maior velocidade de germinacao (6,25
dias) e uma maior percentagem de sementes transferidas para a fase aclimatizacdo, com uma
diferenca de, aproximadamente, 11% para a outra data de colheita.

Ao avaliar as contaminacgdes (Figura 26, Anexo 7.4), pode verificar-se que existiu um
maior nimero de contaminacfes em sementes da primeira colheita, este aspeto pode ser
explicado pelo tempo de armazenamento dos frutos, tendo em conta que os frutos da primeira
colheita permaneceram mais uns dias em camara frigorifica, o que pode ter levado ao
desenvolvimento de agentes patogénicos invisiveis a olho nu que, posteriormente a colocacao

em ensaio, se propagaram.

Efeito de diferentes métodos de escarificagdo mecanica na variedade Clarita

Para a variedade Clarita, optou-se por analisar a diferenca entre o corte da semente e a
colocacdo da semente cortada em meio de cultura (F5 e F7) com a extracdo do embrido e
colocacdo deste em meio de cultura (F6 e F8).

Pelos resultados obtidos (Quadro 18, Anexo 7.4), verificou-se que nao existem diferencas
significativas entre os dois métodos para as variaveis em estudo, ndo mostrando influéncia sobre
0 sucesso da germinagdo. No entanto, pode observar-se que a extragcdo do embrido apresenta,
tendencialmente, uma maior taxa de germinacdo relativamente ao corte da semente, com o
primeiro método de escarificagdo a obter, em média, 50,9% de germinagédo enquanto o segundo
obteve 45,9% de sementes germinadas, em média. Por outro lado, verificou-se que nos ensaios
com a extragdo do embrido ndo existiram contaminacgdes e, embora tenha demorado mais tempo
até a primeira germinacao (12 dias) relativamente ao corte da semente (5 dias), obteve-se um

maior numero de germinacdes neste método, este aspeto pode dever-se a ocorréncia de muitas
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contaminacgdes na testagem do outro metodo que levaram a eliminacéo das placas em ensaio
mais cedo.

De acordo com Nesme (1985), tanto a remogdo do revestimento da semente como a
extracdo do embrido efetuadas nos seus ensaios permitiram a obtencéo de taxas na ordem dos
100% de germinacdo, isto ndo se verificou para as sementes de framboesa fresca em estudo,
mas como mencionado ndo serd por influéncia do método de escarificagdo, e sim pela
imaturidade dos embrides.

Galletta et al. (1986) também avaliaram a extracdo do embrido tendo obtido taxas de
desenvolvimento completo do embrido (“germinagdo”) na ordem dos 70%, com cerca de 90%
desses embrides a concluirem a fase de aclimatizagdo com sucesso. Neste caso, as taxas de
germinagdo foram cerca de 20% inferiores e ndo foram obtidas plantulas viaveis no fim dos
ensaios, isto pode estar relacionado com imaturidade dos embrifes e com o facto de a amostra
em estudo ser muito pequena. No entanto, pode concluir-se que 0s ensaios com este método de
escarificacdo mecanica se apresentam promissores, evidenciando a importancia de se proceder
a um estudo sobre 0 mesmo, com um maior n°® de amostras, uma variedade de framboesa com
boas taxas de germinacdo e um protocolo de aclimatizacdo adaptado a embrides de modo a

avaliar a possibilidade deste método para o programa de melhoramento.

4.2.2. Efeito do meio de cultura na germinacao

Variedade 8F471

Para as framboesas frescas desta variedade foram testados o meio de cultura QLs e MMs
para as variaveis de interesse. Pode observar-se (Quadro 19, Anexo 7.4) que ndo existem
diferencas significativas entre os dois meios em estudo, no entanto o meio MMs destaca-se pelo
facto de apresentar, tendencialmente, uma taxa de germinacao e uma percentagem de sementes
para aclimatizacdo superiores a do meio QLs, em 14,1% e 12,7%, respetivamente. Verificou-
se que, neste estado de conservacdo, as taxas de germinacdo apresentadas sdo inferiores ao
pretendido e, inferiores as taxas obtidas no primeiro ensaio, isto podera estar relacionado com
a possivel ma qualidade das sementes desta variedade, que impediu a germinacdo de um
elevado numero de sementes.

Outro aspeto que interessa realcar ¢ o facto de os dois meios em estudo terem a mesma
velocidade germinacdo (6,5 dias) e, no primeiro registo para cada um deles, apresentarem a
mesma taxa de germinagdo semelhante (cerca de 20%), no entanto, no decorrer do ensaio, 0

meio de cultura MMs a nivel de valores médios, potencia um maior nimero de sementes
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germinadas, como se pode visualizar na Figura 27 do Anexo 7.4. Deste modo, verifica-se que
0 meio MMs serd mais adequado as sementes desta variedade.

Em relacdo as contaminac@es, existem também alguns pontos que interessa realcar: a) a
ocorréncia de contaminacdo na placa em ensaio ndo implica necessariamente a eliminacao da
mesma, apesar de 16 das 22 placas contaminadas terem sido eliminadas; b) o fator meio de
cultura pode ter afetado esta varidvel, tendo em conta que existiram 14 placas contaminadas no
meio MMs e 8 no meio QLs (Figura 9).

= QLS mMMS

Figura 9 — Percentagem de placas em ensaio com contaminagéo de sementes, para cada meio de cultura
em estudo, em framboesa fresca da variedade 8F471.

Variedade Clarita

Na variedade Clarita, foram analisados os resultados obtidos do fator meio de cultura para
as mesmas varidveis da variedade anterior, mantendo-se estes, mesmo assim, aquém dos
objetivos pretendidos. Ao observar os resultados obtidos (Quadro 20, Anexo 7.4), verifica-se
gue as taxas de germinacao obtidas sdo superiores a variedade 8F471. Podemos constatar que,
ao contrario da primeira variedade, o meio com taxas de germinacdo mais elevadas, € 0 QLs
(55,5%), tendo uma diferenca de cerca de 15% para 0 meio MMs. No que respeita as restantes
variaveis, a velocidade de germinacédo € igual para os dois, mas a duracdo do ensaio €, em
termos de valores médios, superior no QLs assim como a percentagem de sementes transferidas
para aclimatizagdo, com uma diferenca de 14%, fator decisivo para a escolha.

Pode ainda observar-se (Figura 10) que, no primeiro registo das sementes germinadas,
efetuado no dia 8 de novembro, 0 meio MMs teve uma taxa de germinacdo de 25,7% enquanto
0 meio QLs obteve uma taxa de germinacdo de 37% sendo que, em registos posteriores, 0
primeiro meio apresentou diferengas mais elevadas entre as taxas obtidas, mantendo-se, no

entanto, abaixo do meio QLs.
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Figura 10 — Taxa de germinagc&o média (em %) ao longo do ensaio 2 para framboesa fresca da variedade
Clarita, em fungdo do meio de cultura. Os registos para o ensaio com 0 meio QLs e MMs iniciaram-se

no dia 8/11.

E de referir que o meio de cultura ndo teve influéncia nas contaminacdes existentes neste
ensaio e que, quando ocorreram, a placa teve de ser eliminada, o que sugere que 0s agentes
patogénicos seriam de répida propagacéo.

O facto de 0 meio QLs ter obtido melhores resultados relativamente ao MMs pode estar
relacionado com presenca de GAz (0,1 mg/L) na sua constituicdo. Como mencionado na sec¢éo
2.5.2.4, este regulador de crescimento tem um papel fundamental na quebra da dorméncia e,
consequentemente, na germinacdo. Assim, ao verificar que os melhores resultados foram
obtidos no meio QLs, pode afirmar-se que o efeito do GAsz contribuiu para as taxas mais
elevadas no mesmo. Por outro lado, considerando as baixas taxas de germinacdo
comparativamente com a framboesa conservada, pode presumir-se que os embrides destas

sementes se encontravam imaturos, fator inibidor da sua germinacdo. Isto pode, também, ser
relacionado com a influéncia do GAz sobre este aspeto - potencia a germinagdo destes embrides

imaturos - originando as taxas obtidas no meio QLs.
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4.2.3. Efeito da variedade utilizada nos ensaios

Tendo sido testadas duas variedades diferentes nos ensaios relativos a framboesa fresca,
foi realizada, no tratamento dos resultados, uma comparacao entre estas, de modo a determinar
qual seria a variedade mais viavel de utilizar em ensaios futuros.

Para 0 meio QLs (Quadro 21, Anexo 7.5) verificou-se que ndo existem diferencas
significativas relativamente a taxa de germinacao, no entanto existe uma tendéncia que indica
que a variedade Clarita serd mais adequada ao objetivo pretendido, com uma taxa de 55,6%.
Por outro lado, no meio MMs (Quadro 22, Anexo 7.5), ndo existindo também diferencas
significativas, vemos a tendéncia contraria onde a variedade 8F471 apresenta uma taxa de
germinacao de 48,7%. Estes resultados podem estar relacionados com a fisiologia da semente,
o facto de a Clarita apresentar menor taxa de germinacdo no MMs e no QLs ser superior a da
outra variedade, demonstra que os embrides poderiam estar ainda imaturos sendo favorecidos
pela presenca de GAz no meio, como mencionado na secgdo anterior.

No que respeita a velocidade de germinacdo, esta é superior para a variedade Clarita,
sendo também a duracdo do ensaio mais curta, 0 que a evidencia como mais promissora para o
objetivo. Quanto a percentagem de sementes transferidas para a fase de aclimatizacao, enquanto
no meio QLs estas foram superiores para a Clarita, no meio MMs aconteceu o contrério,
replicando o efeito da taxa de germinag&o.

Como se pode observar (Figura 11a), para o meio QLs, existe diferenca entre as duas
variedades relativa a percentagem de sementes germinadas, tendo a variedade Clarita, a nivel
de valores médios, ndo s6 uma maior taxa de germinacao no fim do ensaio como, no primeiro
registo, mais do dobro de germinagfes da variedade 8F471. Para 0 meio MMs (Figura 11b),
confirma-se que a 8F471 tem, tendencialmente, melhores resultados a nivel da taxa de
germinacdo no fim do ensaio, no entanto a diferenca entre as duas € inferior a do meio QLs. Por
outro lado, é interessante mencionar que, no primeiro registo, a variedade Clarita apresenta uma

percentagem de sementes germinadas (29,9%) superior a 8F471 (23%).
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Figura 11 — Taxa de germinacdo média (em %) ao longo do ensaio 2 para framboesa fresca em funcao
das variedades, para 0 meio QLs (a) e para 0 meio MMs (b).

Segundo Staszak et al. (2019) e Yan & Chen (2020), as sementes adquirem dorméncia
(fisiolégica) durante a fase de maturacdo, atingindo o seu maximo no fim desta fase; este
aumento do nivel de dorméncia ocorre através do aumento dos niveis de ABA. Quando ocorre
a imbibicdo da semente e, consequente, reducao dos niveis de ABA bem como a iniciacdo da
sintese de GA, esta dorméncia vai sendo reduzida e a germinacao promovida. De acordo com
Ismaini et al. (2017b), a adicdo de GAs ao meio de cultura revela-se bastante eficiente para a
promocgdo da germinagdo e aumento do potencial germinativo, o que é confirmado pelos
resultados obtidos acima; consegue visualizar-se esta tendéncia através da variedade Clarita,
que demonstra um aumento da sua taxa de germinacdo no meio QLs de 16,6% em relagdo ao
meio MMs. Nos ensaios destes autores a concentracdo de GAs utilizada foi de 10 mg/L, tendo
sido obtidas taxas de germinacdo na ordem dos 95%; esta concentracdo da hormona foi 100
vezes superior a utilizada nos presentes ensaios, isto sugere que ao aumentar a quantidade de
GA; adicionada podem existir incrementos significativos nas taxas de germinacao.

Quanto as contaminagdes, como mencionado na analise individual, ambas as variedades

apresentam bastantes, possivelmente exdgenas, que nao tenham sido removidas com 0 processo

50



4, Resultados e discussao

de desinfecdo realizado, tendo a diferenca para as conservadas de ter permanecido em
armazenamento algum tempo podendo levar ao desenvolvimento de agentes patogénicos e pelo
facto de a remogéo da semente do fruto ser um processo manual que pode originar a obtencéo
de sementes com alguns residuos que, posteriormente, contaminam o meio de cultura; ou
enddgenas da semente. No entanto quando comparadas entre si, verifica-se que a variedade
8F471 tem um maior nimero de contaminagdes no meio MMs, enquanto no meio QLs isto recai

sobre a variedade Clarita (Figura 12).

Meio MM (a) Meio QLg (b)

Variedade 8F471 Variedade F20 Variedade 8F471 Variedade F20

Figura 12 — Percentagem de placas contaminadas para cada variedade em estudo no ensaio 2 no meio
de cultura MMs (a) e 0 meio de cultura QLs (b).

Tendo em conta os resultados obtidos, verificou-se que a variedade com um maior
potencial germinativo € a Clarita tendo obtido, em termos de valores médios, valores mais
elevados no meio QLs, possivelmente pelo efeito do GAz que evidencia, ao potenciar a
germinacdo, a imaturidade dos embrides desta variedade. Por outro lado, é neste meio que
existem as maiores contaminacdes, que provém das sementes e, por isso, devem ser mitigadas.
Quanto a variedade 8F471, esta apresenta taxas de germinacdo baixas e um elevado nimero de
contaminagdes o que se podera justificar por uma ma qualidade da semente, pois, de acordo
com a informacéo fornecida pelo obtentor dos frutos, houve problemas na autopolinizacao das
plantas, que podem ter originado estes resultados.

Da comparacdo destas variedades pode evidenciar-se a necessidade de se realizarem mais
ensaios para a variedade que maior potencial apresentou, a Clarita. Estes ensaios devem ser
efetuados com: uma extracdo do fruto mais precisa de modo a que nenhum residuo seja
transferido para 0 meio de cultura, isto pode ser conseguido através do aumento do numero de
passagens por dgua corrente e a utilizacdo de um pincel para auxiliar na remogéo da polpa; a
adaptacdo do meétodo de desinfecdo, através da passagem das semente por agua corrente 1/2 h

seguida da passagem por detergente e, posteriormente, a realizacdo do método de desinfecédo
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que pode ter mais passagens pela solucdo de desinfecdo assim como a adi¢cdo de fungicida a
composigdo do meio de cultura, de modo a eliminar o fator contaminagdes da deciséo. Por outro
lado, deve-se potenciar o poder germinativo da variedade atraves do incremente do GAz no
meio de cultura para, por exemplo, 0,1 mg/L ou utilizar-se outra variedade, que tenha um maior

potencial germinativo, nos ensaios com a framboesa fresca.

4.3 Efeito do estado de conservagdo do material vegetal na germinacao

Finalizados os ensaios relativos a espécie Rubus idaeus, e antes de avancar para a outra
espécie em estudo, realizou-se uma comparacao entre 0s dois estados de conservacao testados,
de forma a aferir qual dos dois o0 melhor para o protocolo de germinacdo em desenvolvimento.

No que respeita este fator, pode constatar-se que para 0 meio MMs (Quadro 23, Anexo
7.6) existem diferencas significativas, sendo o estado conservado a frio (4°C), o que apresentou
taxas de germinacdo mais elevadas (76,3%), com uma diferenca do estado fresco na ordem dos
40%. Quanto a percentagem de sementes que transitam para a aclimatizagdo, as sementes
conservadas tém também melhores resultados, tendo uma média de 76,3% sementes
transferidas para a fase seguinte, enquanto as frescas ficam muito aquém, com uma média de
37,6%.

O estado em fresco apresenta uma velocidade de germinacao superior, traduzindo-se num
menor nimero de dias para germinar, que pode estar relacionada com a dorméncia da semente.
Ao conservar as sementes em frio, com a desidratacdo e as necessidades de frio para a
dorméncia fornecidas, as sementes desenvolvem uma dorméncia induzida sendo depois
necessaria a quebra da mesma para que se inicie 0 processo de germinacdo, ja as sementes
frescas ndo entram neste estado por ser colhidas e colocadas logo em ensaio, apresentando
apenas a dorméncia enddgena que é facilmente quebrada pelos reguladores de crescimento e
reservas nutritivas fornecidas no meio de cultura.

Para 0 meio QLs (Quadro 24, Anexo 7.6), a taxa de germinacao resultante das sementes
de framboesa frescas &, em termos de valores médios, superior a obtida pelo meio MMs (em
16,6%), ficando, mesmo assim, aquém da obtida pela framboesa conservada. A percentagem
de sementes para a aclimatizacdo é também, a nivel de valores médios, superior para as
framboesas frescas, transitando, em média, 53,3% de sementes para aclimatizacdo, no entanto,
as framboesas conservadas sdo responsaveis pela transferéncia de, em média, 77,3% de
sementes para a fase seguinte, valor superior ao obtido para este estado de conservacdo no meio

MMs. Na velocidade de germinacgdo, podemos verificar que as sementes de framboesa frescas
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se mantém nos 5 dias, enquanto nas sementes conservadas o periodo de germinacao €, no que
diz respeito aos valores médios, reduzido 0,5 dias.

Estes resultados demonstram que, em ambos 0s meios de cultura, as sementes
conservadas, apesar de ndo terem diferencas significativas para os testes ndo paramétricos,
apresentam melhores resultados no que respeita aos valores médios, tendo obtido as melhores
taxas de germinagdo no meio QLs, sendo este também 0 meio que apresentou taxas mais
elevadas para as sementes frescas. E de notar que a curva de germinacio para a framboesa
conservada (Figura 13) é muito semelhante entre os dois meios, tendo no primeiro registo sido
obtidas taxas de 63,3% para 0 meio MMs e 66,8% para 0 QLs, tal como a curva das sementes
frescas, que apenas se distingue pelos valores mais elevados para 0 meio QLs, tendo, no
primeiro registo, uma taxa de 29,9% para 0 MMs e de 43,2% para 0 QLs.

o Meio MM (a) 76,3%
' 63,3%
06
39,0%
04
0.2 29,9%

02/nov 08/nov 15/nov 22/nov 29/nov 02/dez 06/dez 13/dez 20/dez

e ramboesa Conservada Framboesa Fresca
Meio QLg (b)
0.8 66,8%
78,0%
0,6
43,2%
55,6%
0,4
0,2

02/nov 08/nov 15/nov 22/nov 29/nov 02/dez 06/dez 13/dez 20/dez

e Framboesa Conservada Framboesa Fresca

Figura 13 — Taxa de germinacdo média (em %) ao longo do ensaio para a variedade Clarita de framboesa
fresca e do ensaio 4 para a framboesa conservada, para 0 meio MMs (a) e para 0 meio QLs (b).

Sendo a framboesa uma espécie com dorméncia fisica, optou-se por tentar quebrar esta
dorméncia com a utilizacdo de um método utilizado por diversos autores (Contreras et al., 2016;
Lim & Knight, 2000; Martinez-Cruz et al., 2013; Mian et al., 1995; Nesme, 1985; Wada et al.,
2011): aescarificacdo mecénica através do corte da semente, de forma a remover o revestimento
e promover a entrada de agua. Este método provou-se muito eficaz, em ambos os estados de

conservacao, ao permitir a correta imbibicdo da semente e, consequentemente, maiores taxas
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de germinacéo, tal como os autores afirmaram, sendo a melhor opgdo como pré-tratamento para
a dorméncia exogena desta espécie.

No que respeita a dorméncia fisiologica esta é, de acordo com Mian et al. (1995),
responsavel pelo facto de as sementes pertencerem ao grupo das sementes recalcitrantes sendo
que podem perder a sua viabilidade quando desidratadas até niveis de humidade inferiores a
20% (Hartmann et al., 2018; Sujith, 2015). No caso das sementes frescas, verificou-se que esta
dorméncia ndo sera a causa das baixas taxas de germinacdo pelo facto de estas ndo terem sido
submetidas a processos de desidratacdo, no entanto, ao contrario do que Mian et al. (1995)
afirmaram, estas ndo obtiveram taxas de germinacdo superiores as sementes conservadas
(desidratadas e conservadas a 4°C por mais de 1 ano). Isto pode dever-se ao facto de as sementes
conservadas terem sido hidratadas por 24 horas antes de serem colocadas em ensaio,
devolvendo as sementes os niveis de humidade necessarios para quebrar esta dorméncia e
incentivar a germinacao, colocando estas sementes no mesmo patamar que as sementes frescas
relativamente a dorméncia fisiolégica.

Relativamente as contaminac@es, pode observar-se na Figura 14 que no meio MMs todas
as placas com sementes frescas em ensaio sofreram contaminac6es e, no meio QLs apenas uma
ndo sofreu contaminacdo. Por outro lado, nas sementes conservadas, houve um maior nimero
de contaminacGes que ndo contaminagdes no meio MMs, enquanto no meio QLs, apenas uma

placa foi contaminada.
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Figura 14 — Numero de placas em ensaio com e sem contaminagao de sementes, para a variedade Clarita
de framboesa fresca e do ensaio 4 para framboesa conservada, para o meio de cultura MMs (a) e 0 meio
de cultura QLs (b).

Com estes resultados, pode afirmar-se que a melhor opgéo sera seguir o protocolo com
sementes conservadas e, tendo em conta as taxas de germinacao, a percentagem de sementes

transferidas para a aclimatizacéo e as contaminag0es, 0s ensaios deverdo ser em meio QLs.
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4.4 Germinacdo das sementes de camarinha

Concluidos os ensaios para as framboesas, estando estas em desenvolvimento na fase de
aclimatizacdo, e definido um protocolo mais robusto, passou-se para testagem deste na Corema
album, analisando para esta espécie: os dois méetodos de desinfegdo com maior sucesso; os dois
meios de cultura em estudo bem como uma ligeira alteragdo no pré-tratamento.

Os resultados obtidos para a camarinha (ensaio 3) ndo foram os esperados: existiram
muitas contaminacdes, possivelmente exdgenas, devido a um processo de desinfecédo deficiente
tendo em conta a rugosidade da semente, ou enddgenas da semente; as percentagens de
sementes germinadas foram muito baixas; e ndo se obteve nenhuma plantula vidvel para

transferéncia para o campo devido a contaminagdes precoces.

4.4.1. Efeitos da preparacao do material vegetal na germinacao

Efeito do tempo de hidratacdo na germinacéo

Em primeiro lugar, foi analisada a influéncia do tempo que as sementes ficavam em
hidratagdo antes de se proceder a desinfecdo, de modo a avaliar o seu efeito na germinacao.

De acordo com os resultados obtidos (Quadro 25, Anexo 7.7), verifica-se que esta foi
mais elevada quando as sementes eram colocadas durante 24 horas em agua, tendo sido obtida
uma taxa de germinacdo de 42,8% enquanto, para as 48 horas em agua, se obteve uma taxa de
29,1%. Por outro lado, a velocidade de germinagdo das sementes com hidratagcéo de 48 horas
foi, em termos de valores médios, superior a hidratacdo por 24 horas, apresentando a primeira
germinacdo aos 6 dias, tendo também o ensaio, tendencialmente, uma menor duragcdo bem como
uma maior percentagem de sementes transferidas para a fase seguinte (em média, 23,4% das
sementes).

Além disso, o facto de as sementes permanecerem 48 horas em agua em vez de 24 horas,
permitiu um manuseamento mais facil e, ao tornar as sementes mais macias, um corte mais

rapido e preciso, tornando-a mais operativa.

Influéncia do método de desinfecdo utilizado na germinacao

Relativamente ao método de desinfecdo utilizado, foram testados para esta espécie os dois
métodos que obtiveram maior sucesso nos ensaios anteriores para existir um meio de
comparacéo entre desinfecOes para a camarinha.

Pode observa-se (Quadro 26, Anexo 7.7) que ndo existem diferencas significativas na

taxa de germinacdo, tendo sido obtidos valores muito proximos entre si, que ndo ultrapassam
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0s 35% de germinacdo, valor muito inferior ao pretendido. Por outro lado, no que respeita a
velocidade de germinacdo, o método D6 provou ser mais eficiente, em termos de valores
médios, tendo a sua primeira germinagdo apos 6,3 dias. Quanto a duracdo do ensaio, verifica-
se que 0 método D6 tem tendéncia para apresentar menor duracgéo, levando cerca de 14 dias a
atingir o seu maximo de germinacao. Por fim, no que respeita a percentagem de sementes que
transitam para a fase de aclimatizacdo, constata-se que o método de desinfecdo D5 obteve
melhores resultados, no que respeita as médias (34,8%), que poderé ser explicado pelo facto de
nenhuma das placas sujeitas ao método D5 ter sido contaminada.

E de referir ainda que, 6 das 16 placas submetidas ao método de desinfecdo D6 foram
contaminadas e eliminadas do ensaio, enquanto as referentes ao método D5 ndo sofreram
nenhuma contaminacgdo, sugerindo que este método podera ser o mais indicado para a
camarinha. Isto pode ser explicado pelo facto de a camarinha possuir um revestimento diferente
da framboesa, com uma maior rugosidade, propicia a uma maior retencdo de residuos e agentes
contaminantes que nédo sdo facilmente removidos pelo processo de desinfecéo superficial pelo
que a existéncia de um procedimento extra no método D5 podera ser vantajoso para mitigar as
contaminacgdes. Pode ainda utilizar-se um processo de desinfecdo mais adaptado a espécie,
adicionando uma passagem das sementes por agua corrente durante 1/2 horas e a passagem por
detergente antes da desinfecdo testada bem como um maior nimero de passagens na solucéo de
desinfecéo e a integracdo de fungicida na composicdo do meio de cultura.

4.4.2. Efeito do meio de cultura na germinacao
Tal como nos ensaios anteriores, o fator meio de cultura foi tido em conta, sendo
analisadas as mesmas variaveis. Os valores obtidos para a camarinha encontram-se no Quadro

13, abaixo.

Quadro 13 — Taxa de germinacdo média, velocidade de germinagdo média, duragdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizagdo relativas a cada meio de
cultura testado no ensaio 3 relativo a camarinha.

Meio T_axa Sle Velpcidiide d_e Durggéo_do Sementes para
germinagéo (%) germinacao (dias) ensaio (dias) aclimatizacao (%)

QLs 31,7A 6,4 A 27,4 A 31,7A

MMs 374 A 6,4 A 6,4B 10,3 B

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com o= 0,05.

As taxas de germinacdo obtidas neste ensaio ndo apresentam diferencas significativas, no

entanto, existe uma tendéncia para o0 meio MMs ser superior ao meio QLs, apresentando uma
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taxa de 37,4%. Estes resultados sdo muito inferiores aos pretendidos e, inferiores aos obtidos
nos ensaios com a framboesa, sugerindo a necessidade de uma adaptacao do protocolo para esta
espécie em especifico, visto que respondem de forma diferente a procedimentos iguais.

Para a duracao dos ensaios, existe uma diferenca substancial, sendo que o0 MMs apresenta
uma duracéo inferior a uma semana, isto pode estar relacionado com o facto de 6 das 10 placas
colocadas em ensaio terem sido eliminadas por contaminacgéo aquando do primeiro registo.

Para a percentagem de sementes transitadas para a fase seguinte, os valores séo bastante
inferiores aos obtidos em framboesa, sendo o melhor meio 0 QLs com uma média 31,7%, valor
inferior ao obtido no pior meio de cultura para a framboesa conservada. Este resultado decorre
das menores taxas de germinacdo das sementes de camarinha, relativamente as de framboesa.

Como se pode observar na Figura 15, 0 meio de cultura que obteve melhores resultados,
a nivel de valores médios, foi 0 MMs que apresentou uma taxa cerca de 5% superior a do QLs,
sendo que no primeiro registo obteve-se uma taxa de germinacéao de 36,2%, muito proxima da
final, mantendo-se a curva de germinagdo praticamente constante até ao fim do ensaio. Para o

meio QLs, o primeiro registo também foi um valor muito préximo do final para o meio tendo,

no entanto, entre eles uma descida para 29,4%.
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Figura 15 — Taxa de germinacdo média (em %) ao longo ensaio 3 relativo a camarinha, em funcdo do
meio de cultura. Os registos para 0 ensaio iniciaram-se para 0 meio MMs dia 15/11 e para 0 meio QLs

dia 22/11.

E de mencionar também que, as contaminagdes registadas se verificaram apenas para o
meio MMs, tendo 6 placas eliminadas por contaminagéo, logo no primeiro registo, das 10 em
ensaio, enquanto o0 meio QLs néo registou nenhuma contaminacé&o.

Estes resultados mostram que, para a especie camarinha, o meio de cultura mais eficiente
para os objetivos pretendidos é 0 QLs, apresentando uma percentagem de sementes transferidas

para aclimatizag&o mais elevada e nenhuma contaminacao. No entanto, isto ndo invalida o facto
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de existir a necessidade de prosseguir 0s ensaios com alteracdes no protocolo de modo a
procurar maximizar as taxas de germinacao para esta espécie.

Segundo Lisboa (2017) e Santos et al. (2014), a camarinha apresenta dorméncia
fisioldgica intermédia, tendo em conta as respostas obtidas aos tratamentos com GAs bem como
aos tratamentos de estratificacdo quente e fria, nos ensaios realizados por estes autores. Seria
de esperar que esta espécie iria ter uma maior taxa de germinacdo no meio QLs pelo facto de
este ter na sua constituicdo GAs, no entanto os resultados obtidos foram tendencialmente
melhores no meio MMs, embora sem diferengas significativas, como ja mencionado. No
entanto, € de referir que as primeiras germinacdes ocorram apds 6 dias em meio de cultura,
periodo muito mais reduzido do que o obtido pelas autoras cujos ensaios apresentaram as
primeiras germinagdes ao fim de cerca de 3 meses, evidenciando assim a possibilidade deste
método como uma boa opcdo a explorar para o programa de melhoramento desta espécie. As
rapidas germinacdes ocorridas nos ensaios realizados podem ter sido ndo sé pela inducdo da
germinagdo em meio de cultura com as condigdes asseticas e controladas, mas também pelo
corte que foi efetuado como pré-tratamento. Este corte facilitou o processo de imbibicdo da
semente, tornando-o mais rapido e, consequentemente, acelerando os restantes processos de
germinacao.

As baixas taxas de germinacdo obtidas nesta espécie podem estar relacionadas com o
facto de as sementes utilizadas estarem conservadas a frio (4°C) desde 2015, tendo sido referido
por Oliveira & Dale (2012), que a manutencdo da hidratacdo das camarinhas impede a inducéo
da dorméncia nas mesmas. Ao estarem muito tempo desidratadas em armazenamento,
possivelmente, a hidratacdo efetuada antes da colocacdo em ensaio pode ndo ter sido suficiente
para a quebra de dorméncia e, consequentemente, para a correta imbibicdo da semente e

germinacao.

4.5 Aclimatizacdo

A medida que os ensaios relativos a germinacdo iam sendo concluidos, as sementes
germinadas com sucesso eram transferidas para a proxima fase: a aclimatizacéo.

Nesta fase, inicialmente, optou-se pela transi¢do sequencial das sementes para diferentes
meios de cultura in vitro até a passagem final para meio ex vitro (ensaio 5.1), para permitir que
estas se desenvolvessem vegetativamente e radicalmente, de modo a quando fosse feita a
transicdo, estas sobrevivessem melhor. Assim, ap0s germinagdo das sementes no respetivo
meio de germinacgéo (Figura 16a), fez-se a passagem das mesmas para um meio de cultura para

desenvolvimento da plantula, tendo para este efeito sido utilizado o meio MS bem como o QL
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e MM, ja com a sacarose. Posteriormente, ap6s desenvolvimento das folhas cotiledonares
(Figura 16b), as plantulas com estas caracteristicas eram passadas para meio de cultura MS com
suplementacéo de BAP, de modo a completar o seu desenvolvimento (Figura 16c¢ e Figura 16d).
Os resultados obtidos nesta fase vao ser apresentados na seccao 4.5.1, divididos por estado de
conservacao da espécie.

s
i

Figura 16 — Sementes germinadas no ensaio 1 (a), plantulas com folhas cotiledonares, no fim da fase 1
de aclimatizacédo (b) e plantulas com folhas verdadeiras, no fim da fase 2 da aclimatizacdo, em frasco
(c) e em tubo individual (d), para framboesa conservada.

Tendo a maioria dos explantes em ensaio sido eliminados no decorrer destas duas fases,
as plantulas obtidas no fim da segunda fase, que apresentavam maior robustez (exemplificado
na Figura 16d), foram colocadas em condi¢des mais semelhantes as ex vitro, em substrato, de
modo a verificar se conseguiriam sobreviver neste ambiente, como era pretendido. Este dltimo
passo foi realizado em dezembro tendo sido acompanhado durante 2 semanas. Foi efetuada a
transferéncia das plantulas para o meio de aclimatiza¢do que se encontrava com maior sucesso
até a data no ensaio 5.2 — mistura turfa/perlite com humedecimento do mesmo com meio de
cultura MMsa — para uma caixa de plastico arejada (Figura 28, Anexo 7.8). Verificou-se que
apesar de terem sofrido contaminacgdes, como se pode verificar na Figura 17, as plantulas se

desenvolveram evidenciando a sua capacidade de sobrevivéncia e crescimento em campo, caso
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houvesse essa passagem. De modo a evitar as contaminacdes, as plantulas poderiam ter sido
passadas por fungicida ou ter sido adicionado fungicida ao meio de humedecimento.

Na reta final dos ensaios, ao verificar-se que a transi¢cdo sequencial ndo estava a obter 0s
resultados pretendidos — ndo se estava a obter um numero elevado de plantulas viaveis; as
plantulas viaveis demoravam cerca de 5 meses para se desenvolver como pretendido e eram
muito sensiveis a fatores exteriores — testou-se a possibilidade de fazer a transi¢do diretamente
do meio de cultura para um substrato (ensaio 5.2), estando os resultados obtidos para este

ensaio, encontram-se na seccao 4.5.2.

T —

a condi¢Ges ambientais mais proximas as ex vitro, ao fim das duas semanas de observacao.

4.5.1. Transferéncia sequencial de meio in vitro para ex vitro
Framboesa conservada

Relativamente a framboesa conservada, os resultados obtidos séo referentes as sementes
germinadas no ensaio 1. Para estas sementes, foram testados trés meios de culturas para o inicio
desta fase: 0 meio MS suplementado com BAP (0,5 mg/L), 0 meio MM e o meio QL (ambos
ja com sacarose incluida). A medida que os ensaios foram avancando, verificou-se que as
sementes germinadas quando colocadas em meio MS, ndo obtinham as taxas de viabilidade
pretendidas (Quadro 27, anexo 7.8.1) pelo que este meio foi excluido das testagens, seguindo
apenas 0s outros dois para 0s ensaios com as restantes sementes em estudo.

Na primeira parte da aclimatizacdo (Quadro 27, Anexo 7.8.1), verificou-se que o meio
com maior sucesso seria 0 MM com uma taxa de viabilidade de 14%, seguido do meio QL com
uma taxa ligeiramente mais baixa de 13,4%, sendo 0s ensaios com o0 meio MM (em média, 28,6
dias) menos demorados que com 0 meio QL (em média, 41,4 dias). Estes resultados podem ser
confirmados através da visualizacdo da Figura 18a, onde se verifica que o meio MS originou o
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menor nimero de plantas viaveis para a fase seguinte (43 plantulas) e o meio MM o0 maior
namero (102 plantulas).

Para a fase seguinte da aclimatizacdo, para onde sdo transferidas as plantulas que
apresentam folhas cotiledonares, encontrando-se em desenvolvimento mais avancgando,
recorreu-se a utilizacdo de frascos e tubos, consoante a quantidade de plantulas a transferir de
dada placa, com meio de cultura MS suplementado com BAP (0,5 mg/L) pelo seu potencial de
crescimento mencionado na bibliografia. Nesta fase, os resultados obtidos (Quadro 28, Anexo
7.8.1) foram superiores para os frascos com meio MS (25%), possivelmente pela dificuldade
de manuseamento das plantulas em tubo de ensaio, que origina uma maior perda de plantulas
na transferéncia. No entanto, como se pode verificar pela Figura 18b, a diferenca ndo € muito
elevada, provavelmente por ser o0 mesmo meio de cultura nos dois. Quanto & duragdo, para
atingir a viabilidade obtida nos frascos com meio MM, foram necessarios cerca de 40 dias, em

média.

Aclimatizacdo: Fase 1 (a) Aclimatizagdo: Fase 2 (b)

12

= MS (placa) = MM =QL MS (tubo) MS (frasco)

Figura 18 — Numero de explantes viaveis na fase 1 (a) e na fase 2 (b) da aclimatizacdo do ensaio 5.1
para a framboesa conservada.

Relativamente as contaminacOes, estas estdo na origem de muitas das perdas dos
explantes nas duas fases da aclimatizacdo. Na primeira fase (Figura 19a), verifica-se que 0 meio
QL foi o que sofreu um maior nimero de contaminagdes, com 27 placas contaminadas tendo
sido 25 destas eliminadas, levando a perda de todas as sementes na mesma (Figura 29a no
Anexo 7.8.1, exemplificativa). As placas de meio MS foram as que sofreram um menor nimero
de contaminagdes, no entanto ndo obtiveram as taxas de viabilidade pretendidas, dai a exclusdo
deste meio para aclimatizagdo. Na segunda fase (Figura 19b), verifica-se que as contaminacdes
foram inferiores as obtidas na fase anterior, tendo os tubos individuais sido responsaveis pelo
maior numero (Figura 29b no Anexo 7.8.1, exemplificativa), com um total de 25 contaminados

e eliminados, mas mantendo o saldo positivo, com 36 tubos sem qualquer contaminagéo, isto
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pode dever-se ao facto de um tubo conter apenas uma plantula pelo que quando ha
contaminacdo no mesmo ndo ocorre disseminagdo da contaminagé@o para outras plantulas, ao

contrario do que acontece no frasco.

Aclimatizacdo: Fase 1 (a) Aclimatizacdo: Fase 2 (b)
80 50
70
60 40
50 30
40
30 . - 20
20 10
o il
0 0
Contaminadas Nao contaminadas Contaminadas Nao contaminadas
= MS (placa) = MM = QL MS (tubo) MS (frasco)

Figura 19 — Numero de placas contaminadas para cada meio de cultura estudado no ensaio 5.1 para a
framboesa conservada, na fase 1 (a) e na fase 2 (b) da aclimatizacéo.

E de referir que, para as conservadas, foram testadas 5 placas abertas com substrato de
turfa e humedecidas com meio de cultura QLsa, com explantes da fase um da aclimatizagéo de
modo a verificar se estes ja conseguiriam sobreviver, no entanto ndo se obteve nenhuma
plantula viavel, tendo todas elas sofrido desidratacdo e contaminacéo.

Assim, num total de 1245 sementes de framboesa conservada germinadas que passaram
para a fase de aclimatizacdo, obtiveram-se na primeira fase desta um total de 205 plantulas
viaveis (102 em meio MM, 60 em meio QL e 43 em meio MS) e no final da segunda fase, para
a transferéncia para condi¢cdes ambientes semelhantes ao campo, um total de 21 plantulas
viaveis, evidenciando a importancia do sucesso desta etapa para um protocolo de germinacgao
eficiente, sendo necessario um trabalho mais aprofundado no estudo desta fase para maximizar
as taxas de viabilidade obtidas. No entanto, tendo em conta os resultados obtidos, para se atingir
as maiores taxas de viabilidade possiveis devem ser utilizados, na primeira fase de
aclimatizacdo o meio MM e para a segunda fase, devem ser transferidos para 0 meio MS em

frasco.

Framboesa fresca

Para as sementes germinadas de framboesa fresca, os resultados obtidos encontram-se
apresentados com a distincdo das variedades estudadas, estando também a aclimatizacdo
dividida em duas fases: 12 fase com meio de cultura MM e QL e 2% com meio de cultura MS

em frasco ou tubo.
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As duas variedades apresentaram resultados muito distintos dos obtidos na germinacéo,
sendo que a 8F471 teve uma taxa de sucesso muito superior, com a obtencéo de 100 explantes
viaveis no fim da primeira fase e 31 explantes viaveis na segunda fase. Por outro lado, a
variedade Clarita, que apresentou um maior potencial germinativo, ndo teve sucesso na
aclimatizacéo, tendo obtido 0 explantes viaveis logo na primeira fase.

Para a variedade Clarita transitaram da fase de germinacgdo 191 sementes germinadas: 116
do meio QLs e 75 do meio MMs. Estas foram colocadas em meio de cultura QL e MM,
consoante 0 meio de origem respetivo, tendo sido rapidamente contaminadas e, por isso,
eliminadas do ensaio, isto pode dever-se a eventuais contaminaces enddgenas que, quando
colocadas as sementes em meio com sacarose, se propagaram rapidamente. E de mencionar
que, para esta variedade, foi testada a extragdo do embrido, tendo sido obtidos 35 embrides
viaveis para a proxima fase, no entanto, quando colocados em meio de cultura com sacarose,
sofreram contaminacao, tendo sido eliminados.

Quanto a variedade 8F471, os resultados obtidos foram, ao contrario do expectével,
superiores tanto a variedade Clarita como a framboesa conservada. Na primeira fase (Quadro
29, Anexo 7.8.2), foram obtidas taxas de viabilidade de 26% para 0 meio MM, mais do dobro
das obtidas para o meio QL (em média, 10,7%), mostrando que o primeiro é o mais indicado
como meio de aclimatizacdo, sendo a duragdo desta fase cerca de 12 dias no meio MM. Para a
segunda fase da aclimatizacdo (Quadro 30, Anexo 7.8.2), temos uma média de 38,7% de
viabilidade para o meio MS em frasco e de 10% em tubo, reforcando a possibilidade destas
diferencas serem por conta da existéncia de uma s6 planta por tubo, sobrevivendo ou ndo. Estes
resultados séo reforcados pelo nimero de explantes vidveis obtidos em cada fase, tendo sido
obtidos na fase 1 (Figura 20a), 77 explantes no meio MM e 19 no meio QL enquanto, na fase 2
(Figura 20Db) se obtiveram 30 explantes em frasco e 1 em tubo com meio MS.

Para esta variedade foi iniciada a testagem da hipdtese de se fazer a transferéncia das
sementes germinadas diretamente para substrato humedecido com meio de cultura com
diferentes condicfes de cultura — modalidade X2, X3, X7 e X8, com placa de Petri fechada
(Figura 30a no Anexo 7.8.2) e modalidade X4 e X5, em cuvete plastica coberta (Figura 30b no
Anexo 7.8.2) —tendo sido obtidas no fim da primeira fase, 4 explantes: 3 explantes de perlite e
1 explante de vermiculite (Figura 20a). Como estes explantes sofreram contaminagdo na
segunda fase, tendo sido eliminados, verificou-se a necessidade da exploracdo desta opgéo
tendo entdo sido delineado o ensaio 5.2 para estudar diferentes substratos como meio de

aclimatizacdo.
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Quanto as contaminacdes desta variedade (Figura 31, Anexo 7.8.2), pode observar-se que
todas as placas sofreram contaminagdes na primeira fase, sendo que apenas 6 das 29 placas em
ensaio para o meio QL ndo foram contaminadas. Na segunda fase, também todos os explantes
foram contaminados. Estas contaminag6es s@o uma das causas da perda de muito explantes na
aclimatizacao das sementes frescas.

Assim, pode concluir-se que, para este estado de conservacao, a melhor opgéo serd, tal
como na seccao anterior, a utilizagdo do meio MM para a primeira fase e do meio MS em frasco
para a segunda, sendo de interesse a exploracdo mais aprofundada da aclimatizacao para estas

sementes.

8F471: Fase 1 (a) 8F471: Fase 2 (b)

30
= MM

= QL
= Substrato Perlite

= Substrato Vermiculite MS (tubo) MS (frasco)

Figura 20 — Numero de explantes viaveis na fase 1 (a) e na fase 2 (b) da aclimatizacdo do ensaio 5.1
para a variedade 8F471 de framboesa fresca.

Camarinha conservada

As sementes de camarinha que germinaram com sucesso foram, consoante o meio de
cultura de germinacéo, transferidas para 0 meio MM ou meio QL. Os resultados obtidos foram
contrarios aos pretendidos, ndo se tendo obtido nenhuma pléntula viavel na primeira fase. As
sementes de camarinha que germinaram ndo conseguiram desenvolver para além da emergéncia
da radicula, evidenciando a necessidade de mais estudos especificos relativos a esta espécie,
com protocolos adaptados a mesma. As taxas de viabilidade foram nulas tendo os ensaios
levado, em media 19 dias, com a eliminacdo das placas por contaminacdo. Além disto,
praticamente todas as sementes germinadas, quando colocadas em meio de aclimatizagéo,

sofreram contaminacgdo (Figura 32, Anexo 7.8.3).
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4.5.2. Transferéncia direta de meio in vitro para ex vitro

Tendo em consideracgéo os resultados obtidos com a testagem em substrato no ensaio 5.1
relativo a variedade 8F471 das sementes de framboesa fresca, optou-se por realizar um ensaio
especifico para a avaliagdo da transferéncia direta das sementes germinadas para substrato,
submetendo as mesmas a condi¢gdes ambiente mais proximas das ex vitro, sendo este descrito
no ponto 3.6.2.2.

Assim, os dois fatores testados neste ensaio — meio de aclimatizacdo e meio de
humedecimento — foram analisados de modo a determinar qual a melhor combinacgéo para esta
opcao de aclimatizagdo, encontrando-se os resultados para cada nos quadros apresentados no
Anexo 7.8.4 (Quadro 31 e Quadro 32).

Os valores obtidos para os meios de aclimatizacédo testados (Quadro 31, Anexo 7.8.4) ndo
apresentam nenhuma diferenca significativa, no entanto existe uma clara tendéncia que mostra
a mistura turfa/perlite como a mais adequada para a aclimatiza¢do, com uma taxa de viabilidade
média de 22,9%, ficando estes valores aquém dos pretendidos mesmo assim. Além deste, a
turfa com uma taxa de 14,4% pode ter potencial como substrato para aclimatizacdo. A perlite e
a vermiculite, quando utilizados individualmente, tiverem uma taxa de viabilidade de 0%,
indicando que néo se deve optar por estes substratos. Também o meio de cultura MS, apresentou
uma viabilidade de 0%, ndo sendo uma op¢ao a seguir, neste caso.

Estes resultados sdo sustentados pelo numero de sementes viaveis resultantes do ensaio
(Figura 21a), tendo a mistura turfa/perlite obtido 16 plantulas viaveis para a transicao para as
condigdes em campo, a turfa 5 plantulas e a mistura turfa/vermiculite 2 plantulas.

Quanto ao meio de cultura utilizado para humedecimento do substrato e nutricdo das
plantas, pode observar-se (Quadro 32, Anexo 7.8.4) que, embora ndo existam diferencas
significativas, 0 meio QLsa teve, tendencialmente, uma taxa de viabilidade bem superior ao
meio MMsa (19,4%), tendo, no entanto, uma duracdo superior ao mesmo. Como se pode
verificar pela Figura 21b, 0 meio QLsa apresenta um maior nimero de plantulas vidveis (18

plantulas).
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Meio de aclimatizacao (a) Meio de humedecimento (b)

2

= Turfa + Perlite Vermiculite
MS = Turfa . .
Turfa + Vermiculite = Perlite QLSA = MMSA

Figura 21 — Numero de explantes viaveis para cada meio de aclimatizacdo (a) e para cada meio de
humedecimento (b) testados na aclimatizacdo do ensaio 5.2 de framboesa conservada.

Quanto as contaminagfes, podemos verificar na Figura 33 (Anexo 7.8.4) que,
relativamente ao meio de aclimatizagcdo, todas as modalidades testadas sofreram
contaminacdes, sendo estas contaminacGes a razdo de muitas perdas de explantes e,
possivelmente, do insucesso de alguns dos meios testados. Isto também se verifica na
observagao das contaminacdes relativas ao meio de humedecimento, pelo que se sugere que,
futuramente, sejam realizados ensaios para esta variante da aclimatiza¢do, com outros meios de
aclimatizacao e humedecimento mas também com a utilizacdo de um desinfetante na passagem
das sementes do meio de germinacgédo para o substrato, de modo a limpar qualquer residuo de
meio para evitar contaminacdo, bem como a utilizacdo do meio de humedecimento com
fungicida incorporado de modo a mitigar as contaminagdes e eliminar as perdas de explantes
por esta razao.

Tendo em consideracao os resultados obtidos, verifica-se que, neste caso, a melhor opc¢édo
sera a mistura turfa/perlite com humedecimento do substrato com meio QLsa, tendo sido esta
combinagdo que obteve as maiores taxas de viabilidade, ndo invalidando a necessidade de
realizacdo de mais ensaios, com alteragdes, para uma melhor analise da hipotese de
transferéncia direta da semente germinada para o substrato. Estas alteracGes consistem na
testagem de diferentes abordagens a este método de aclimatizagdo através de: testagem de
diferentes substratos como, por exemplo, fibra de coco e serradura isoladamente mas também
como substituicdo da turfa nas misturas; testagem da influéncia das condicdes de cultura de
forma a encontrar as ideais ao objetivo pretendido, com o uso do fitoclima de forma a ter
controlo manual e mais gradual das alteracbes de temperatura, humidade relativa e
luminosidade; lavagem e passagem das estruturas germinadas por fungicida aquando da

passagem para a aclimatizacdo, de forma a evitar a passagem de residuos de meio e agentes
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patogénicos para 0 meio de aclimatizacdo, reduzindo assim as contaminacdes; incorporacao de
fungicida no meio liquido de humedecimento para mitigar contamina¢gdes que ndo sejam
eliminadas na lavagem.

De acordo com diversos autores (Gongalves, 1992; Ismaini et al., 2017a; Kadlecek et al.,
2001; Moura et al., 2014), a fase de aclimatizacdo é crucial para um protocolo de germinacao
de sucesso por ser a etapa onde existem maiores perdas de explantes. Nos presentes ensaios
este facto confirmou-se ao obter-se um numero de plantulas viaveis no fim da aclimatizacdo
muito inferior ao nimero que inicialmente entrou nesta fase.

No ensaio 5.1, para a framboesa conservada passaram para a fase de aclimatizacao 1245
sementes, sendo este nimero 60x superior ao numero final obtido de 21 plantulas viaveis; para
a framboesa fresca, na variedade Clarita ndo se obtiveram plantulas vidveis e na variedade
8F471, o numero de plantulas viaveis obtido foi aproximadamente 6x inferior ao inicial; para a
camarinha ndo se obteve nenhuma plantula no final da aclimatizacdo. Por outro lado, para o
ensaio 5.2 o numero de plantulas obtidas no fim da fase de aclimatizacéo é cerca de 12x inferior
ao namero que transitou para esta fase, tendo estes resultados evidenciando a importancia desta
etapa para o objetivo pretendido, pelo que mais estudos com foco na mesma sdo necessarios de
modo a consolidar o protocolo delineado, com a testagem das alteragdes mencionadas acima.

Tendo em conta o sucesso do meio MS como meio de aclimatizacdo em ensaios de
diversos autores (Moura et al., 2014; Pelizza et al., 2013; Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon,
2017; Reis et al., 2008), testou-se este meio como opcao para a primeira e segunda fase da
aclimatizacdo no ensaio 5.1 e com uma modalidade do ensaio 5.2. No entanto, nos presentes
ensaios, apenas a sua utilizacdo na segunda fase de aclimatizagdo do ensaio 5.1 mostrou
resultados semelhantes aos obtidos pelos autores, ficando mesmo assim aquém do pretendido.
Em relacdo aos reguladores de crescimento, o meio MS era suplementado com BAP pelo facto
de Erig et al. (2002) referirem o0 aumento da taxa de multiplicagdo com o mesmo, no entanto
segundo Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon (2017) e Reis et al. (2008), 0 meio MS sem a
presenca de BAP apresenta melhores resultados. Nos ensaios realizados, verificou-se que a
presenca de BAP aparenta ter efeitos positivos na fase 2 da aclimatizacdo (ensaio 5.2), ndo
acontecendo 0 mesmo nas restantes etapas em estudo com este meio.

Segundo Pelizza et al. (2013) e Reis et al. (2008), as citocininas e auxinas sao duas
hormonas que apresentam uma forte influéncia sobre a multiplicacao celular e desenvolvimento
das plantulas. Como se pode observar nos resultados obtidos para a framboesa conservada e
para a variedade 8F471 de framboesa fresca, os resultados obtidos com o meio de cultura MM

sdo significativamente superiores aos restantes meios em estudo, isto pode estar relacionado
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com o facto deste meio apresentar uma maior concentracao de auxinas e citocininas, tendo uma
concentracdo de 2 mg/L de IAA e cinetina, respetivamente.

No ensaio 5.2, analisou-se a possibilidade da transferéncia direta da fase de germinagéo
para substrato, para isto avaliaram-se diferentes substratos de modo a determinar qual a melhor
hipdtese por este fator influenciar diretamente o sucesso desta fase de acordo com Pelizza et al.
(2013). Como referido por Brito & Mouréo (2012), a turfa ndo deve ser utilizada isoladamente,
no entanto representa uma boa adi¢cdo quando misturada com outro substrato, por outro lado a
perlite grossa pode ser utilizada isoladamente com sucesso, sendo também uma excelente op¢éo
na mistura com a turfa, promovendo o equilibro entre o fator capacidade de retencdo de agua e
arejamento. Os resultados obtidos provam isto mesmo através da obtencdo das maiores taxas
de viabilidade com a mistura de turfa e perlite (22,9%). No entanto é de referir que, embora
reduzidas, o uso da turfa isolada permitiu a obtencdo de plantulas viaveis no fim da
aclimatizacdo. Por outro lado, segundo Pérez-Martinez & Castafieda-Garzon (2017), a
vermiculite representa um bom substrato para a aclimatizacdo de Rubus, no entanto os
resultados obtidos nos presentes ensaios contrariam esta afirmagéo.

De modo a promover uma adaptacdo de sucesso as condi¢Oes ex vitro, a alteracdo das
condicdes de cultura para as plantulas deve ser feita de forma gradual, tendo em consideracao
diversos fatores a alterar (Debergh & Read, 1991; Gongalves, 1992; Ismaini et al., 2017a; Pérez-
Martinez & Castafieda-Garzon, 2017; Valasevich et al., 2009). Considerando os resultados
obtidos no ensaio 5.1 ao ser realizada a testagem de substratos, onde as alteracdes efetuadas as
condicdes de cultura ndo foram tdo graduais — exposicdo ao ar (sem cobertura), luminosidade
direta e natural, humedecimento do substrato com frequéncia irregular - e os resultados obtidos
no ensaio 5.2 — substrato em frasco fechado, com manutencdo do humedecimento através de
rega regular, luminosidade indireta bem como a transicdo mais cuidada das sementes
germinadas (remog&o dos residuos de meio) — verificou-se que foram obtidos resultados muito
superiores quando as alteracfes as condicdes culturais sdo graduais, como no caso do ensaio

5.2, confirmando o que os autores referiram.
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Nos ensaios preliminares, em framboesa conservada, definiu-se qual a melhor opcao
relativamente aos pré-tratamentos e método de desinfec&o a utilizar nos ensaios futuros, sendo
esta: hidratacdo durante 24 horas em &gua; fungicida como filme liquido de corte e 0 método
de desinfecdo D6 (descrito no ponto 3.3.2), tendo este Gltimo obtido uma taxa de germinacéo
média de 75,9%. Estes ensaios foram ja objeto de apresentacdo no VI Coldquio Nacional da
Producéo de Pequenos Frutos sob a forma de painel, originando uma publicacdo que se encontra
no Anexo 7.9.

Relativamente aos ensaios para os restantes fatores em estudo: na framboesa conservada,
obteve-se uma taxa média de germinagdo com um maximo de 97,6% em meio de cultura QLs,
tendo sido obtidas ao longo dos ensaios placas com taxa de germinagdo de 100%, valores
bastante superiores aos obtidos por outros autores. Para a framboesa fresca, as taxas de
germinacdo obtidas foram inferiores, tendo um méaximo de 55,5% para a variedade Clarita em
meio QLs e de 48,7% para a variedade 8F471 em meio MMs, estes resultados indicam que tanto
as variedades testadas como o estado de conservagdo ndo permitem a maximizacdo da
germinacao desta espécie. No que respeita o estado de conservacao a utilizar para a framboesa,
pode concluir-se que os melhores resultados foram obtidos para o estado conservado, com a
germinacdo das sementes em meio QLs, que obteve ndo s6 as maiores taxas de germinacgao
(78%), mas também a maior percentagem de sementes transferidas para a fase seguinte (77,3%)
no menor periodo de tempo (23,4 dias). Assim, para atingir o objetivo pretendido pelo programa
de melhoramento para esta espécie devera optar-se pelo protocolo de germinacao em in vitro
de maior sucesso, com a utilizacdo de meio de cultura suplementado com GAs (pelo seu efeito
positivo na germinacdo) e sementes conservadas, podendo ser utilizada a variedade Polka ou
outra com um maior potencial germinativo.

Para a aclimatizagdo desta espécie, verificou-se que a framboesa fresca, da variedade
8F471, obteve um maior nimero de plantulas viaveis para o ambiente ex vitro, tendo um total
de 31 plantulas no fim da segunda fase do ensaio 5.1, enquanto a framboesa conservada obteve
um total de 21 plantulas prontas para campo. Estes valores sdo muito inferiores aos pretendidos
no programa de melhoramento, pelo que é necessaria uma nova abordagem a fase de
aclimatizacao, com a testagem de outros métodos, de modo a maximizar o nimero de plantulas
viaveis para ambiente ex vitro, provindas da germinacao in vitro.

Para a espécie Corema album, obtiveram-se taxas de germinacao superiores as obtidas

por Santos (2013), no entanto a taxa média de germinacdo de 37,4% no meio de cultura MMs,
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ndo ultrapassou os valores obtidos por Lisboa (2017) com o método de escarificacdo e
estratificacdo. Estes resultados podem dever-se ao tempo de armazenamento das sementes que
poderd induzir dorméncia bem como o facto de o protocolo utilizado ndo ser o mais adequado
a esta espécie, pelo que sera importante a realizacdo de ensaios dedicados a mesma, com
adaptacdo do protocolo as suas caracteristicas e necessidades, visto que as sementes se
comportaram de forma diferente da outra espécie em estudo, quando submetidas aos mesmos
procedimentos. Estes ensaios também devem ser realizados com sementes de outra colheita e
no estado de conservacao em fresco, por este ndo ter sido testado neste estudo. Quanto a fase
de aclimatizacdo, ndo se obtiveram plantulas viaveis ao fim desta fase, reforcando a ideia de
que mais estudos devem ser realizados para a camarinha.

Com os estudos efetuados para as diferentes espécies e estados de conservacao,
submetidos a varios procedimentos para a elaboracdo de um protocolo de germinacéo eficiente,
pode concluir-se que o método de germinacdo in vitro apresenta taxas de germinacdo muito
superiores aos métodos in vivo testados por outros autores, pelo que é uma boa opgao para 0
programa de melhoramento. No entanto, a fase de aclimatizacdo para este protocolo, uma das
etapas mais importantes para 0 seu sucesso, nao teve os resultados pretendidos, tendo sido
obtida uma quantidade muito reduzida de plantulas viaveis, sendo as mesmas muito débeis e
pouco adaptadas ao ambiente ex vitro. Na fase final dos ensaios, testou-se a hipdtese da
transicdo direta da semente germinada para um meio de aclimatizagdo com condicdes
semelhantes as ex vitro (substrato), tendo a mesma apresentado resultados promissores para o
sucesso da fase de aclimatizacdo mas ainda aquém dos pretendidos, pelo que sdo necessarios
mais ensaios relativos a esta etapa, com diversas modalidades bem como altera¢cdes no método,
de modo a retirar mais conclusdes sobre a mesma e, possivelmente, estabilizar o protocolo de

germinacdo para estas espécies, com uma fase de germinacdo e aclimatizacdo eficientes.
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7.1 Dimens6es do material vegetal

Figura 23 — Comparag&o entre a semente de camarinha e framboesa, a nivel de dimensdes.

7.2 Elaboracéo dos meios de cultura para os ensaios realizados

7.2.1. Protocolo para preparacao das solugdes stock

Determinados os elementos a adicionar a cada meio de cultura (Quadro 14), procedeu-se
a preparacdo das solugdes stock de cada um de forma a té-los disponiveis para a preparacéo do
meio. Foi efetuada uma so solucdo stock, para cada elemento, a utilizar para todos 0os meios
pelo que se utilizou a menor concentragdo do elemento e, posteriormente, ajustou-se a
quantidade de solucdo necesséria adicionar a0 meio em questdo para que seja fornecida a

concentracgéo correta de cada elemento.
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Quadro 14 — ConcentragBes necessarias a preparacdo dos meios de cultura em estudo, segundo
bibliografia consultada.

Auxina

Citocinina

Adenina
Giberelina

Componentes

Macronutrientes
NHsNO;

KNO;

KH,PO,4
Ca(N03)2.4H20
CaCl,.2H,0O
MgSO4.7H,O
MgSO4
NaH;PO4
Micronutrientes
FCzSO4.7H20
Na,EDTA
H;BO:;
MnSO4.4H20
ZnSO4.7H20

KI
Na2M004.2H20
COC12.6H20
CuS04.5H,0
Vitaminas
Mio-inositol
Tiamina.HCI
Piridoxina.HCI
Acido nicotinico
Glicina
Reguladores de crescimento
IAA

2,4-D

Kinetina

BAP

Ads

GA3

Fonte de carbono
Sacarose
Agente solidificante
Agar

Meio MS Meio MM Meio QL
mg L mg L' mg L
1650 1650 400
1900 1900 1800
170 170 270

- - 1200
440 440 -
370 - 360

- 180,69 -

- 147,81 -
27,8 27,8 27,8
37,3 37,3 37,3

6,2 6,2 6,2
22,3 22,3 1
8,6 8,6 8,6
0,83 0,83 0,08
0,25 0,25 0,25
0,025 0,025 0,025
0,025 0,025 0,025
100 100 100
0,1 0,4 0,4
0,5 _ )
0,5 - -

) - -

; ) ;

- - 0,02

- 2 -

0,5 - 1
} 0 }
- - 0,1
30000 30000 20000
10000 8000 8000

Foram efetuadas solugdes stock de 10 ml/L para os macronutrientes e de 5 ml/L para 0s

micronutrientes, colocadas no frigorifico para utilizacdo posterior. Os macronutrientes foram

preparados individualmente enquanto os micronutrientes, tirando 0 Fe2S04.7H,0 e Na;EDTA,

foram preparados conjuntamente originando uma solu¢do de mistura de micronutrientes.

No caso das vitaminas, efetuaram-se solucdes stock de 10 ml/L, individuais para cada

elemento, armazenadas em congelador para uso posterior. O mio-inositol ndo foi submetido ao
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processo de preparagao de solucao stock pelo facto de ser diretamente adicionado, em po,
aquando da preparacdo do meio.

Como os reguladores de crescimento sdo adicionados ao meio em quantidades inferiores
aos elementos acima mencionados, efetuaram-se solugdes stock de 1 mg/ml de cada elemento,
que apos preparacao foram acondicionadas em tubos de 2 ml e colocadas no congelador para
uso posterior. No caso dos reguladores IAA e cinetina, na preparagdo da solucdo stock, para
possibilitar a diluigdo dos mesmos em agua, foram adicionadas duas gotas de solugdo de 0,1 M
de NaOH. Relativamente a adenina a ser adicionada ao meio MM — o Ads — ndo se efetuou
solucdo stock devido a dificuldade na diluicdo da mesma. Assim, este elemento foi feito
aquando da preparacdo do meio, procedendo-se a dilui¢do de 80 mg em 10 ml de agua
esterilizada, quantidades necessarias para 1 L de meio, sendo diluido a uma temperatura de

cerca de 50°C.

7.2.2. Protocolo para preparacdo do meio de cultura

Finalizada a preparacdo das solugdes stock dos sais, vitaminas e reguladores de
crescimento, procedeu-se a preparacdo do meio de cultura pretendido. Este procedimento
seguiu 0s mesmos passos, salvo algumas particularidades que serdo mencionadas. Assim, 0
protocolo para a preparacao de 1 L de meio, seguiu 0s seguintes passos:

1° Célculo das quantidades necessarias (em ml) de cada elemento, consoante a sua
concentracédo na solucgéo stock, para a quantidade de meio requerida (Quadro 15);

2° Pesagem da quantidade necessaria de mio-inositol, agar e sacarose, elementos
adicionados no estado solido, sendo o dltimo utilizado apenas na preparacdo de meio com
sacarose;

3° Colocacdo de mio-inositol e sacarose (se aplicavel) num copo de precipitagdo com
cerca de 100 ml de agua esterilizada para auxiliar na diluicdo destes;

4° Adicdo dos macro e micronutrientes bem como das vitaminas ao copo de precipitacao,
individualmente, nas quantidades requeridas, com 0 recurso a pipetas e micropipetas,
respetivamente;

5° Adicdo de é&gua esterilizada até cerca de 900 ml e colocagdo no agitador
eletromagnético com aquecimento, a cerca de 350 rpm e entre 150-200°C, para iniciar a mistura
dos elementos;

6° Apds uns minutos, adicionar o agar para iniciar a cozedura do mesmo. O meio esta

pronto para ajuste de pH quando se encontra translicido;
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7° Apos arrefecimento parcial do meio, adicionam-se os reguladores de crescimento. No
caso do meio QL, 0 2,4-D e 0 BAP, sendo 0 GA3 apenas adicionado apos autoclavagem. Para
0 meio MM, adiciona-se o IAA e a cinetina bem como o Ads, preparado no momento. Por fim,
para 0 meio MS, adiciona-se o BAP;

8° Antes de proceder a autoclavagem o pH do meio foi ajustado consoante o meio de
cultura, com uma solucdo de 0,1N ou 10M de NaOH e/ou 1N de HCI. Assim, para 0 meio QL,
foi ajustado para 5, para 0 meio MM, para 5,7 e para 0 meio MS, para 5,8;

9° Transferéncia do meio para uma proveta de modo a acertar o0 volume para 1000 ml e,
posteriormente, colocacdo em frasco préprio para a autoclavagem, durante 20 minutos a 120 °C
e 1,4 bar;

10° Retirado do autoclave, e apés arrefecimento procedeu-se ao plaqueamento do mesmo
em placas de Petri, na cdmara de fluxo laminar. No caso do meio QL, o GA3z deve ser filtrado,

e posteriormente adicionada a quantidade necessaria ao meio.

Quadro 15 — Concentrac0es relativas as solucées stock e a quantidade utilizada para 1 L de meio de
cultura, de macro e micro nutrientes, vitaminas e reguladores de crescimento, para cada meio testado.

Solucdes stock Quantidade necessaria
Componentes Meio MS Meio Meio Meio Meio Meio
MM QL MS MM QL
gLt gL gL! ml L'  mlL! ml L
Macronutrientes 10 ml
NHsNO; 40 40 40 41,25 41,25 10
KNO; 180 180 180 10,6 10,6 10
KH>PO4 17 17 17 10 10 15,8
Ca(NO3)2.4H,0 - - 120 - - 10
CaCl».2H,O 40,4 40,4 - 10 10 -
MgS04.7H,0O - - 36 - - 10
MgSO4 36 36 - 10 10 -
NaH,PO4 14,78 14,78 - 10 10 -
Micronutrientes 5 ml
Fe>S04.7H,O 5,56 5,56 5,56 5 5 5
Na,EDTA 7,46 7,46 7,46 5 5 5
H3BO; 1,24 1,24 1,24
MnS04.4H,O 0,02 0,02 0,02
ZnS04.7H,0 1,72 1,72 1,72
KI 0,166 0,166 0,166 5 5 5
Nax:Mo00..2H,0 0,05 0,05 0,05
CoCl,.6H,O 0,005 0,005 0,005
CuS04.5H,0 0,005 0,005 0,005
Vitaminas 10 ml
Mio-inositol Adiciona-se 0,1 g diretamente na preparagao do meio (em po)
Tiamina.HCl 0,05 0,05 0,05 200 ul - 800 ul | 800 pl*
Piridoxina.HCl 0,05 - - 1 - -
Acido nicotinico 0,05 - - 1 - -
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Glicina 0,05 - - 4 - -
Reguladores de crescimento 1 ml
IAA - 0,025 - - - -
2,4-D - - 0,025 - 2 20 pl
Cinetina - 0,025 - - - -
BAP 0,025 - 0,025 1 2 1
Ads Dilui-se 80 mg em 10 ml de agua esterilizada e adiciona-se
diretamente ao meio. Apenas se utiliza no meio MM.
GA; - - 0,025 - - 100 pl

*quantidades em ml muito pequenas pelo que se converteu em pl/L.

7.3 Germinacao de sementes de framboesa conservada

Quadro 16 — Taxa de germinagdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizacdo relativas a cada solucéo de
corte no ensaio 1 relativo a framboesa conservada.

Solugéo Taxa de Velocidade de Duragéo do Sementes para
de corte germinacgdo (%) germinacdo (dias) ensaio (dias) aclimatizacao (%)
Agua 56,9 AB 6,7 A 378A 55,6 AB
Fungicida 69,9 A 90A 42,6 A 69,3 A
AA 38,6B 8,6 A 350A 38,6 B

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com o= 0,05.
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Figura 24 — Percentagem de placas em ensaio eliminadas por contaminagéo, em fungdo do método de
desinfecéo utilizado em sementes de framboesa conservada.
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Figura 25 — Placa com sementes contaminadas (contaminagdes isoladas) (a) e placa contaminada
(eliminada por essa razao) (b), respeitante ao ensaio 1 de framboesa conservada.

Quadro 17 — Taxa de germinagdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizacdo relativas a cada meio de
cultura testado no ensaio 4, com framboesa conservada.

Meio Taxa ge Velpcidzilde d_e Durz_:u;éo_do S?mer)tes para

germinacdo (%) germinagéo (dias) ensaio (dias) aclimatizagao (%)
QLs 97,6 A 8,0A 273 A 96,6 A
MMs 89,0 A 8,0A 243 A 89,0 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.

7.4 Germinagao de sementes de framboesa fresca

Quadro 18 — Taxa de germinagdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizagdo relativas a cada método de
escarificacdo mecénica testado no ensaio 2, com framboesa fresca da variedade Clarita.

Método de Taxa de Velocidade de Duracio do Sementes para
escarificagéo germinagao e aGa0 aclimatizacao
mecanica (%) germinacéao (dias) ensaio (dias) (%)
Extracdo da semente 45,4 A 50A 190A 45,4 A
Extracdo do embrido 50,9 A 120A 175A 50,9 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com o= 0,05.

Quadro 19 — Taxa de germinagdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizacdo relativas a cada meio de
cultura testado no ensaio 2, com framboesa fresca da variedade 8F471.

Meio Taxa de Velocidade de Duracéo do Sementes para
germinacdo (%) germinacdo (dias) @ ensaio (dias) aclimatizacéo (%)

QLs 34,6 A 6,5A 336 A 342 A

MMs 48,7 A 6,5 A 39,1A 46,9 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.
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= Colheita 7/10 = Colheita 11/10

Figura 26 — Percentagem de placas em ensaio, da variedade 8F471, com sementes contaminadas.

Quadro 20 — Taxa de germinagdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizacdo relativas a cada meio de
cultura testado no ensaio 2, com framboesa fresca da variedade Clarita.

Mei Taxa de Velocidade de Duragéo do Sementes para
€10 germinacdo (%) germinacdo (dias) ensaio (dias) aclimatizacao (%)

QLs 55,5 A 6A 22 A 53,3A

MMs 40,2B 6A 176 A 39B

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.
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Figura 27 — Taxa de germinacdo média (em %) ao longo do ensaio 2 para framboesa fresca da variedade
8F471, em funcdo do meio de cultura. Os registos para 0 ensaio com 0 meio QLs iniciaram-se no dia
25/10 e com 0 meio MMs no dia 18/10.
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7.5 Efeito da variedade de framboesa fresca na germinacao

Quadro 21 — Taxa de germinacdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizagdo relativas a cada variedade de
framboesa fresca testada no ensaio 2, para o0 meio de cultura QLs.

Variedade Taxa de Velocidade de Duragéo do Sementes para
germinacéo (%) germinacéao (dias) ensaio (dias) aclimatizacéo (%)
8F471 34,6 A 6,5 A 336 A 342B
Clarita 55,6 A 50B 21,3 A 53,3A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.

Quadro 22 — Taxa de germinacdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizag&o relativas a cada variedade de
framboesa fresca testada no ensaio 2, para o meio de cultura MMs.

Variedade Taxa de Velocidade de Duracéo do Sementes para
germinacdo (%) germinacdo (dias) ensaio (dias) aclimatizacéo (%)
8F471 48,7 A 6,5 A 39,1 A 46,9 A
Clarita 390 A 50B 16,7B 376 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.

7.6 Efeito do estado de conservacdo da framboesa na germinacgao

Quadro 23 — Taxa de germinacdo média, velocidade de germinagdo média, duragdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizagdo respeitantes a cada estado de
conservagdo estudado para a framboesa, no meio MM:s.

Estado de Taxa de Velocidade de Duracéo do Sementes para
conservagdo germinacgdo (%) germinacao (dias) ensaio (dias) aclimatizacdo (%)
Conservado 76,3 A 6,9 A 220A 76,3 A
Fresco 39,0B 50B 16,7 A 37,6 B

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com o= 0,05.

Quadro 24 — Taxa de germinacdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizagdo respeitantes a cada estado de
conservacéo estudado para a framboesa, no meio QLs.

Estado de Taxa de Velocidade de Duragéo do Sementes para
conservacdo germinacgdo (%) germinacgdo (dias) ensaio (dias)  aclimatizagdo (%)
Conservado 78,0 A 6,4 A 234 A 77,3 A
Fresco 55,6 A 50A 21,3 A 53,3A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a.= 0,05.
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7.7 Germinacgdo de sementes de camarinha

Quadro 25 — Taxa de germinagdo média, velocidade de germinacdo média, duragdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizacdo respeitantes a solugdo de
hidratacdo do pré-tratamento estudada para a camarinha.

Solucéo de Taxa de Velocidade de Duragéo do Sementes para
hidratacdo  germinacgéo (%) germinacdo (dias) ensaio (dias) aclimatizacdo (%)
24h em 4gua 42,8 A 70A 175 A 174 A
48h em agua 29,1B 6,0 A 16,5 A 234 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.

Quadro 26 — Taxa de germinacdo média, velocidade de germinacdo média, duracdo média do ensaio e
percentagem média de sementes transferidas para a fase de aclimatizagdo relativas a cada método de
desinfecéo testado para a camarinha.

Desinfecio T_axa de Velpcidade o!e Du r:_:u;éo_do Sementes para
germinacdo (%) germinacdo (dias)  ensaio (dias) aclimatizagéo (%)
D5 34,8 A 70A 28,0 A 34,8 A
D6 345A 6,3B 14,1B 176 B

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.

7.8 Aclimatizacao

Figura 28 — Condigdes de testagem para as plantulas provindas da segunda fase do ensaio 5.1. As
plantulas foram dispostas, numa caixa plastica fechada (com furos para entrada de oxigénio), em
substrato turfa/perlite sendo, posteriormente, colocadas em suporte plastico onde se procedeu a
colocacéo do meio de cultura para humedecimento.

7.8.1 Aclimatizacao framboesa conservada (ensaio 5.1)

Quadro 27 — Taxa de viabilidade média e duracdo média da aclimatizacdo relativa a cada meio de cultura
em estudo na fase 1 da aclimatizacdo (ensaio 5.1) para a framboesa conservada.

Meio Taxa de viabilidade (%) Duracdo da aclimatizacao (dias)
MS (placa) 79B 36,9 A

MM 14 A 28,6 B

QL 134B 41,4 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.
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Quadro 28 — Taxa de viabilidade média e duracdo média da aclimatizacdo relativa a cada meio de cultura
em estudo na fase 2 da aclimatizagdo (ensaio 5.1) para a framboesa conservada.

Meio Taxa de viabilidade (%) Duracéo da aclimatizacao (dias)
MS (tubo) 210B 30,1 A
MS (frasco) 250A 385 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com o= 0,05.

Figura 29 — Placa de Petri com estruturas germinadas de framboesa conservada contaminadas, na fase 1
do ensaio 5.1 (a) e plantula de framboesa conservada contaminada, em tubo de ensaio, na fase 2 do
ensaio 5.1 (b).

7.8.2 Aclimatizagédo framboesa fresca (ensaio 5.1)

Quadro 29 — Taxa de viabilidade média e duracdo média da aclimatizagdo relativa a cada meio de cultura
em estudo na fase 1 da aclimatizagdo (ensaio 5.1) para a variedade 8F471 de framboesa fresca.

Meio Taxa de viabilidade (%) Duracao da aclimatizacgéo (dias)
QL 10,7 B 16,8 A
MM 26,0 A 124 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com o= 0,05.

Quadro 30 — Taxa de viabilidade média e duracdo média da aclimatizag&o relativa a cada meio de cultura
em estudo na fase 2 da aclimatizagdo (ensaio 5.1) para a variedade 8F471 de framboesa fresca.

Meio Taxa de viabilidade (%) Duracdo da aclimatizacgéo (dias)
MS (tubo) 10,0B 16,0 B
MS (frasco) 38,7A 26,8 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com o= 0,05.
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Figura 30 — Testagem da transferéncia de sementes germinadas diretamente para substrato (condicdo
préxima a ex vitro) em placa de Petri fechada (a) e em cuvete plastica coberta (b).

8F471: Fase 1 (a) 8F471: Fase 2 (b)
80 20
60 15
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5
0 | ]
Contaminadas N&o contaminadas 0
= MM =OL Contaminadas N&o contaminadas
m Substrato Perlite m Substrato Vermiculite MS (tubo) = MS (frasco)

Figura 31 — Namero de placas contaminadas para cada meio de cultura estudado no ensaio 5.1, para a
variedade 8F471 de framboesa fresca, na fase 1 (a) e na fase 2 (b) da aclimatizacéo.

7.8.3 Aclimatizagdo camarinha conservada (ensaio 5.1)

Figura 32 — Contaminacdo de sementes germinadas na fase 1 do ensaio 5.1, para a camarinha
conservada.
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7.8.4 Aclimatizacao framboesa conservada (ensaio 5.2)

Quadro 31 — Taxa de viabilidade média e duracdo média da aclimatizacdo relativa a cada meio de
aclimatizacdo em estudo no ensaio 5.2 para a framboesa conservada.

Mei T Taxa de viabilidade Duracéo da aclimatizagdo
eio de aclimatizacao .

(%) (dias)
Meio MS 00A 18,0 A
Turfa 14,4 A 22,0 A
Perlite 0,0A 18,0 A
Turfa + Perlite 229 A 17,8 A
Vermiculite 0,0A 16,5 A
Turfa + Vermiculite 50A 22,0A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.

Quadro 32 — Taxa de viabilidade média e duracdo média da aclimatizacdo relativa a cada meio de cultura
para humedecimento em estudo no ensaio 5.2 para a framboesa conservada.

Meio de Taxa de viabilidade Duracéo da aclimatizagao
humedecimento (%) (dias)
MMsa 52A 179 A
QLsa 19,4 A 20,1 A

As letras diferentes em coluna correspondem a valores significativamente diferentes pelo teste de
Kruskal-Wallis (teste ndo-paramético), com a= 0,05.

Meio de aclimatizacéo (a) Meio de humedecimento (b)
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m Turfa + Perlite m VVermiculite Contaminadas N&o contaminadas
MS H Turfa

Turfa + Vermiculite = Perlite =QLSA mMMSA

Figura 33 — NUmero de frascos contaminados para cada meio de aclimatizacdo (a) e para cada meio de
humedecimento (b) estudado no ensaio 5.2 para a framboesa conservada.
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7.9 Artigo “Germinacio in vitro de Rubus idaeus L.”

Germinagao in vitro de Rubus idaeus L.

Carolina Mendes!, Mariana Mota!, Teresa Valdiviesso?

!LEAF, ISA, Universidade de Lisboa, Tapada da Ajuda 1349-017 Lisboa;
2INIAV, L.P., Av. da Republica, Nova-Oeiras, 2784-505 Oeiras.

Resumo

A Framboesa (Rubus idaeus L.) apresenta um elevado valor comercial no setor dos pequenos
frutos. Com o objetivo de obter uma variedade portuguesa bem adaptada as nossas condicdes
de cultura, estd a decorrer no INIAV um programa de melhoramento nesta espécie. Este
programa necessita do desenvolvimento de metodologias e técnicas eficazes que garantam
elevadas taxas de germinacdo de sementes. As germinacOes realizadas neste programa tém
recorrido a escarificacdo quimica e estratificacdo em sementes secas conservadas a 4°C.
Contudo, o0 sucesso desta metodologia tem sido reduzido, com taxas de germinacdo médias de
cerca de 15%. Na perspetiva de se obterem taxas mais elevadas de germinacdo decidiu-se
explorar uma nova abordagem - a germinacao in vitro com recurso a escarificagdo mecéanica
através de corte na semente. Este trabalho é, assim, uma primeira abordagem para determinar
diferentes métodos de desinfecdo, meios de cultura e condigdes culturais, de modo obter a
melhor combinacédo de tratamentos para maximizar as taxas de germinacao.

Nestes ensaios de germinacdo in vitro, utilizaram-se sementes de framboesa secas conservadas
em frio (4°C), recorrendo a protocolos de desinfecdo com e sem etanol, antibi6tico ou fungicida.
Apbs desinfecdo as sementes foram colocadas num filme liquido onde foi realizado um corte
com bisturi do endocarpo no polo cotiledonar da semente, para facilitar a imbibicdo e a
germinacdo. Seguidamente, as sementes foram colocadas em meio QL suplementado com GA3
(0,1 mg/L) e, quando germinaram, foram transferidas para MS suplementado com BAP (0,5
mg/L), permanecendo as placas a 20-22°C. As primeiras sementes germinaram apos 4 dias no
meio QL. Relativamente aos métodos de desinfecdo, 0 método que envolve a passagem por
etanol a 70% aumentou o tempo de germinacéo, i.e., as sementes germinaram apenas ao 7° dia
e tem uma taxa menor (inferior a 30%), no entanto as contaminagdes diminuiram
consideravelmente em relacdo a auséncia de etanol; o método néo envolvendo etanol permitiu
taxas de germinacdo que oscilam entre os 40-60%.

Palavras-Chave: framboesa, semente, desinfe¢do, cultura de tecidos, plantula.

Abstract
In vitro germination of Rubus idaeus L.

The raspberry (Rubus idaeus L.) has a high commercial value in the small fruits market. In
order to obtain a Portuguese variety that is well adapted to our growing conditions, a breeding
program for this species is underway at INIAV. This program requires the development of
efficient methodologies and techniques that guarantee high rates of seed germination. The
germinations carried out in this program have used chemical scarification and stratification in
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dry seeds kept at 4°C. However, the success of this methodology has been limited, with average
germination rates of about 15%. In order to obtain higher germination rates it was decided to
explore a new approach - in vitro germination using mechanical scarification by cutting the
seed. Therefore, this work is the first approach to determine different disinfection methods,
culture media and cultural conditions, in order to obtain the best combination of treatments to
maximize germination rates.

In these in vitro germination trials, we used dry raspberry seeds preserved in cold (4°C), using
disinfection protocols with and without ethanol, antibiotic or fungicide. After disinfection, the
seeds were placed in a liquid film where the endocarp was cut with a scalpel at the cotyledonary
pole of the seed to facilitate imbibition and germination. Next, the seeds were placed in QL
medium supplemented with GAs (0.1 mg/L) and, when they germinated, they were transferred
to MS supplemented with BAP (0.5 mg/L), and the plates were kept at 20-22°C. The first seeds
germinated after 4 days on the QL medium. Regarding the disinfection methods, the method
involving passage through 70% ethanol increased the germination time, i.e., the seeds
germinated only at day 7 and has a lower rate (less than 30%), however the contaminations
decreased considerably compared to the absence of ethanol; the method not involving ethanol
allowed germination rates between 40-60%.

Keywords: raspberry, seed, desinfection, tissue culture, seedling.

Introducéo

A espécie Rubus idaeus (L.), vulgarmente designada por framboesa vermelha, é uma espécie
inserida na familia Rosaceae, na ordem Rosales, no género Rubus e subgénero Idaeobatus, que
engloba cerca de 200 espécies, sendo a mais comum, no continente europeu, a Rubus idaeus
(L.) (Funt & Hall, 2013).

Esta espécie encontra-se dispersa um pouco por todo mundo, no entanto a sua distribuicdo esta
mais centrada na Europa, Asia e América do Norte. Atualmente, Portugal é um dos paises
emergentes na producdo deste pequeno fruto, sendo a sua producdo destinada sobretudo para o
mercado externo (Funt & Hall, 2013; J. Graham & Woodhead, 2011; Oliveira & Fonseca,
2007).

Ao longo das décadas, o grupo dos pequenos frutos tem vindo a despertar um elevado interesse
agronémico resultante da sua expansdo no mercado, isto deve-se a diversos fatores como o
aumento da sua disponibilidade para o mercado em fresco por periodos mais extensos, o
melhoramento da qualidade dos frutos, bem como a perce¢do por parte do consumidor dos
beneficios que estes tém na saude (Barney et al., 2007; J. Graham & Brennan, 2018). Sendo a
framboesa a espécie mais cultivada entre os pequenos frutos e tendo um elevado valor comercial
neste setor, tém vindo a ser desenvolvidos diversos estudos de melhoramento da mesma,
selecionando populagdes com caracteristicas desejaveis para o consumidor (Oliveira et al.,
2007; Santos et al., 2014).

Em Portugal, estes estudos de melhoramento destas espécies tém sido dirigidos pelo INIAV,
principalmente através do seu programa de melhoramento em framboesa, tendo a germinacao
de sementes de framboesa, resultantes de poliniza¢Ges controladas, um papel fundamental. Este
programa envolve o cruzamento de varios genotipos bem como a colheita e germinacéo das
sementes resultantes, seguindo-se a analise e sele¢do dessas descendéncias, dependendo o seu
sucesso de um bom protocolo de germinacgdo de sementes (Oliveira et al., 2007).

A metodologia tradicional de escarificagdo e estratificacdo, baseada na germinacao in vivo, ndo
atinge as taxas de germinacdo pretendidas no programa, atingindo um maximo de 40% nos
ensaios para a escarificacdo e um méximo de 50% nos de estratificagdo realizados por Contreras
et al. (2016). Por outro lado, nos ensaios de escarificacdo realizados por Wada & Reed (2011)
para diferentes variedades de Rubus foram obtidas taxas de germinacdo mais elevadas, na
ordem dos 70%, enquanto os ensaios realizados por Clark & Moore (1993) obtiveram taxas

N
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muito inferiores para a framboesa, com um maximo de 22% e certas variedades sem
germinagdo. Também Peacock & Hummer (1996) testaram diferentes métodos de escarificacéo
e estratificacdo em duas variedades de Rubus, tendo obtido, na generalidade, sementes sem
germinagio ou com taxas na ordem dos 20-50%. E por isso necessaria uma nova abordagem na
germinacdo de sementes de modo a obter uma metodologia cujos resultados apresentem taxas
mais elevadas e, para isto, ha que explorar diferentes métodos experimentais.

De acordo com Mian et al. (1995), Lim & Knight (2000), Martinez Cruz et al. (2013) e Ismaini
et al. (2017), a metodologia de germinacédo in vitro apresentou jé resultados positivos com
sementes do género Rubus, pelo que se apresenta como uma metodologia interessante no
contexto do problema apresentado.

Assim, neste estudo, a metodologia da germinacao in vitro sera avaliada de modo a determinar
se sera, ou ndo, o método experimental a realizar no programa de melhoramento no futuro. Com
0 objetivo de maximizar as taxas de germinacdo de sementes de framboesa, serdo testadas
diferentes abordagens desta metodologia, através da testagem da alteracdo de diversos fatores
como os pré-tratamentos, 0 meio de cultura e as condic¢des culturais, de modo a obter o melhor
protocolo.

Material e Métodos
Neste ensaio sdo testadas 4 vertentes associadas ao processo de germinacdo de modo a
determinar qual a combinac&o mais eficaz das mesmas:

1. Estado de conservacdo da semente, onde se testam sementes conservadas a frio e

sementes frescas;

2. Meétodo de desinfecdo das sementes, existindo, inicialmente, trés em estudo (D1, D2 e

D3, descritos mais adiante);
3. Meio de cultura em estudo, serdo testados dois meios de germinacédo diferentes — meio
Murashige & Miller (1976) e meio Quoirin & Lepoivre (1977);

4. Condicdes culturais, onde serdo testadas diferentes condicdes de temperatura e luz.
Tendo em conta os fatores a testar, iniciou-se 0 ensaio 1, onde sdo avaliadas as sementes
conservadas, cedidas pelo programa de melhoramento de framboesa do INIAV, sendo estas
autopolinizadas da variedade Polka de frutos colhidos em outubro de 2020 e, posteriormente,
conservadas a frio, numa camara frigorifica, a 4°C.

Sendo que estes ensaios irdo decorrer durante alguns meses, apenas é abordada a parte inicial
dos mesmos. Assim, apesar de um dos fatores em estudo ser 0 meio de cultura para germinacéo
de modo a determinar qual dos mesmos apresenta maior sucesso no objetivo pretendido, sera
testado apenas o0 meio de cultura de Quoirin & Lepoivre (1977) suplementado com GAs (0,1
mg/L).

Antes de ser colocado no meio de cultura para germinacdo, o material vegetal foi previamente
preparado. As sementes foram hidratadas durante 24 horas e posteriormente desinfetadas.

O objetivo inicial deste estudo foi determinar qual o melhor método de desinfecdo para o
protocolo de germinacdo. Com o intuito de mitigar as contaminagdes, quer das sementes quer
do meio, para que estas ndo reduzam a viabilidade das plantulas, foram testados, inicialmente,
dois métodos de desinfecdo adaptados de bibliografia, descritos abaixo:

= Desinfecdo segundo Mian et al. (1995), consiste em desinfetar as sementes em solugéo

de desinfecdo (composicao detalhada adiante), agitando por 10 minutos e, de seguida,
proceder a lavagem das sementes em agua esterilizada, por 4 vezes, agitando durante 2
minutos cada.

= Desinfe¢do segundo Ismaini et al. (2017), cujo procedimento consiste em lavar as

sementes em agua esterilizada, por 2 vezes, agitando durante 5 minutos cada. Passar as
sementes por solucdo de etanol 70%, por um minuto agitando. Proceder a lavagem das
mesmas com agua esterilizada, agitando por 2 minutos. Colocar duas vezes as sementes
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em solucdo de desinfecdo, a agitar, por 10 minutos cada. Por fim, efetuar a lavagem das

sementes em agua esterilizada por 3 vezes, agitando durante 5 minutos cada.
Primeiramente, efetuou-se a preparacdo da solucdo de desinfecdo, que consiste em 20% de
lixivia comercial, 80% agua esterilizada e 0,1% de Triton X-100, um surfactante que tem como
funcdo aumentar a adesividade. Preparada a solucdo, seguiram-se 0s passos do método de
desinfecdo em utilizacéo.
De maneira a complementar a desinfecdo superficial, foi também testada a acdo de um
antibidtico — canamicina a 10 pg/ml — tendo sido desenvolvidos e testados trés tratamentos
possiveis de desinfecao:
D1 — método de desinfecdo de Mian et.al e aplicacdo de antibidtico;
D2 - método de desinfecdo de Mian et.al;
D3 - método de desinfecdo de Ismaini et.al.
Apbs desinfecdo superficial da semente conservada foi realizado um corte transversal ao eixo
embrionario, na extremidade cotiledonar da semente sem atingir os cotilédones (Figura 1). Este
corte removeu o endocarpo, quebrando assim a barreira fisica da semente facilitando a sua
imbibig&o e, consequentemente, a sua germinagdo. O corte foi realizado na camara de fluxo
laminar, com o auxilio de uma lupa e com as sementes colocadas em filme liquido — agua
destilada esterilizada.
Concluida a preparacdo da semente, procede-se a colocacdo da mesma no meio de cultura para
germinacdo. Este procedimento foi feito na camara de fluxo laminar, onde as sementes foram
dispostas em placa de Petri, previamente preparada com o meio de cultura, com o auxilio de
uma pinga, sendo colocadas 20-30 sementes por placa consoante o espago deixado entre as
mesmas. Finalizada a placa, selou-se com parafilme, identificando-a para monitorizacdo do
ensaio. As placas de Petri foram colocadas a temperatura entre 20 e 22°C e luminosidade
natural. Cada placa foi monitorizada semanalmente, sendo efetuados os registos relativos as
sementes germinadas bem como possiveis contaminagdes nas placas.
Nos casos em gue ocorreu germinacado, procedeu-se a repicagem das sementes germinadas, para
meio Murashige & Skoog (1962) suplementado com BAP (0,5 mg/L), que passam assim para
a fase de aclimatizacdo. A utilizacdo do meio de Murashige & Skoog (1962) com a
suplementacdo de BAP tem como base os estudos realizados por Erig et al. (2002), que
mostraram que este regulador de crescimento promove 0 aumento da taxa de multiplicacéo de
Rubus idaeus.

Resultados e Discussao

Tendo em consideracdo o facto de estes serem ensaios preliminares direcionados para a
obtencdo do melhor método de desinfecdo para o protocolo de germinacdo in vitro a utilizar
nos restantes ensaios, nao existem alteracfes nos fatores: meio de cultura testado e condigdes
culturais. Deste modo, foram apenas avaliadas as taxas de germinagéo resultantes de diferentes
métodos de desinfecdo bem como as contaminagdes existentes nas sementes em ensaio.
Primeiramente, € de referir que 0s ensaios de germinacdo in vitro realizados foram iniciados
dia 27 de abril de 2021, tendo sido preparadas placas nos dias 27 e 29 de abril e no dia 3 de
maio, consoante o0 método de desinfecdo. Todas as placas foram monitorizadas sob as mesmas
condigdes culturais até ao dia 13 de maio, data da Ultima observacdo. Na totalidade, foram
testadas cerca de 200 sementes de framboesa conservada, tendo sido submetidas ao método de
desinfecdo D1 aproximadamente 90 sementes, ao método de desinfecdo D2 aproximadamente
50 sementes e ao metodo de desinfecdo D3, 50 sementes.

Relativamente as taxas de germinacao obtidas, representadas na Figura 2 estas oscilam entre 0s
20% e os 60%, sendo que as taxas mais baixas correspondem ao método D3 enquanto as taxas
mais elevadas s&o obtidas com o método D1.
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Para os métodos D1 e D2, as primeiras germinacdes observadas nas placas de Petri, ocorreram
a0 4° dia em ensaio, tendo o primeiro meétodo um maior nimero de sementes germinadas. No
entanto, no método D3 as primeiras germinacGes ocorreram ao 7° dia, tendo estas sido
verificadas numa sé placa em ensaio e apresentando um nimero reduzido de sementes
germinadas; este resultado pode explicar-se pelo uso de etanol neste método de desinfecao que
poderd atrasar o processo de germinacdo. Com os resultados obtidos até a data, podemos
verificar que o método de desinfecdo D3, que envolve a passagem por etanol a 70%, apresentou
piores resultados a nivel das taxas de germinacéo, sendo estas inferiores a 30%, e ocorreu um
aumento do tempo de germinacdo relativamente aos restantes métodos. No entanto, as
contaminag6es diminuiram consideravelmente com este método, sugerindo a oportunidade de
0 manter nos ensaios, alterando possiveis fatores no mesmo de modo a aumentar as taxas de
germinacdo finais.

Os resultados obtidos sé@o evidenciados no Quadro 1, onde se podem observar os valores médios
obtidos para cada método de desinfecdo, e se confirma que o método de desinfecdo D1
(desinfecdo sem etanol com adicdo de antibidtico) apresenta resultados mais préximos das
pretendidos para as taxas de germinacdo (em média, 47,3%) e com um menor tempo de
germinacdo (em média, 6 dias até a 12 germinacéo, seguido pelo método D2, com taxas médias
de 46% mas uma velocidade de germinacdo de 9,3 dias. Por fim, o método D3 apresenta 0s
piores resultados, com uma taxa de germinagdo média de 23,9%.

Quanto as contaminacdes, estas sdo bastante elevadas com o método D1 e D2 (Figura 3), sendo
gue no ultimo dia de ensaio registado, trés das quatro placas em ensaio para 0 meio de
desinfecdo D1 foram retiradas do mesmo por contaminagdo. O método D3 apresentou um
numero de contaminacdes inferior aos primeiros, sem qualquer eliminacéo de placas, sugerindo
a oportunidade de o manter nos ensaios, alterando possiveis fatores no mesmo de modo a
aumentar as taxas de germinacdo finais. Nos ensaios a decorrer ja se encontram em estudo
algumas alteracdes a este método para as quais se aguardam resultados, sendo estas: a utilizacao
de uma solucdo de corte com um antioxidante; a utilizacdo de fungicida, quer através do
espalhamento no meio de cultura, quer através da colocacdo de uma gota em cima de cada
semente aquando a colocacdo das mesmas no meio; a eliminacdo do etanol a 70% do processo
de desinfe¢do bem como, caso se mantenha 0 mesmo, o0 aumento na lavagem das sementes em
agua esterilizada par remover todos os residuos do mesmo; a variacdo das concentracdes de
reguladores de crescimento no meio, principalmente do GAgz, regulador que mais influencia a
germinacdo; utilizacdo do meio de cultura sem sacarose e, possivelmente, sem agar.

Conclusdes

Nos ensaios a decorrer ja sdo visiveis melhorias nos resultados no que respeita ao sucesso da
germinacdo in vitro relativamente aos métodos anteriormente testados com a germinagao in
vivo. No entanto, as taxas de germinacédo ainda se encontram aquém do expectavel pelo que no
decorrer do estudo testar-se-ao as alteracdes ao método de D3, que mostrou um maior potencial
a nivel da mitigacdo das contaminacgdes, bem como outros métodos de desinfecdo. Assim que
o0 fator “método de desinfecdo” ficar definido para o protocolo a seguir nos restantes ensaios,
iniciar-se-a a avaliagdo das alteracdes dos outros fatores em estudo, como 0s meios de cultura
e as condicdes culturais, assim como a testagem das sementes em fresco, de modo a determinar
qual a melhor forma de conservacdo das sementes e qual a melhor combinacéo de tratamentos
para a maximizagao das taxas de germinacao.
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Figura 1 — Corte transversal ao eixo embriondrio da semente de framboesa conservada.

Quadro 1 - Taxa de germinacdo média e velocidade de germinagdo média de cada método de desinfecdo

testado nos ensaios com framboesa conservada.

Meétodo de Taxa de germinacéo
desinfecao (%)
D1 47,3
D2 46
D3 23,9
70,0%
59,1%
60,0% 55,0%
50,0% 45,8%
39,1% 40,9%  40,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%
0,0%
1 2 4 5 6 7

27/abr 29/abr

D1 mD2

Velocidade de
germinacéo (dias)
6
9,3
8

42,9%

8

m D3

26,3%
231%  22.2% °

9 10 11

03/mai

Figura 2 — Taxas de germinagdo para sementes, conservadas a frio, de Rubus idaeus sob os diferentes
métodos de desinfe¢do em cada placa em ensaio. Os métodos de desinfe¢do testados incluem o método
de Mian et al. Com aplicacdo de antibiético (D1), o método de Mian et al. (D2) e 0 método de Ismaini

etal. (D3).
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Contaminacgéo de sementes (a) Eliminacdo de placas (b)
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Figura 3 - Numero de placas em ensaio com e sem contaminacao de sementes (a) e eliminadas e ndo
eliminadas (b) de framboesa conservada a frio.




