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RESUMO

Efetuou-se o experimento de germinagdo das sementes de quinze sele¢les
de péssegos e nectarinas, a maioria de maturagio bem precoce, através do método da
cultura in vitro, de embriGes imaturos, em confronto com a germinacfo obtida pelo
processo de estratificagfo prévia das améndoas a frio Gimido, em substrato de algo-
ddo. Para a cultura in vitro, utilizaram-se embriGes acompanhados de cotilédones,
extraidos de frutos semimaduros, que foram ‘“‘semeados” em meio de cultura, com-
postos de macro e microelementos de Murashige e Skoog, acrescido de tiamina a
0.1mg/litro, icido nicotinico a 0,5mg/litro, inositol a2 100mg/litro, glicina a 20mg/li-
tro,.4cido giberélico a 0,1mg/litro, glicoce a 3% e dgara 0,7%. Os resultados mostraram
que houve excelente desenvolvimento dos embrides in vitro para a maioria das sele-
¢0es de ciclo bem precoce, e os ““seedlings™ resultantes tiveram crescimento normal.
Ao contririo, o processo de estratificacdo prévia para as mesmas selegdes propor-
cionou porcentagem de germinag¢io mediana, quando as sementes foram estratificadas
logo que extraidas dos frutos, e bastante baixa ou nula quando elas ficaram expostas
ao ambiente natural por 96 horas antes da estratifica¢fo. Tais resultados indicam que
o método de cultura in vitro de embriSes imaturos constitui prtica indispensavel
ao programa de melhoramento de pessegueiro, com vista a obtencdo de cultivares
cada vez mais precoces. )

Termos de indexagdo: péssego, melhoramento, germinagdo, cultura de embrides
in vitro.

(l) Trabalho de pesquisa integrante do projeto: “Melhoramento genético de frutiferas do género
Prunus: pessegueiro, nectarineira e ameixeira e desenvolvimento das técnicas de cultura embrionaria
visando i obtengdo de cultivares precoces”. Auxilio 3 Pesquisa — FAPESP. Recebido para publicagio
em 18 de abril de 1984.

(“) Secdo de Fruticultura de Clima Temperado, Instituto Agronémico, IAC, Caixa Postal 28,
13100 — Campinas (SP).

4 4) Com bolsa de aperfeigoamento do CNPq.

(") Com bolsa de suplementagdo do CNPq.
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1. INTRODUCAO

A escassez de bons cultivares de péssegos de maturacio precoce e o
crescente interesse dos persicultores paulistas ao cultivo comercial desses ma-
teriais, motivaram maior atencdo para esse aspecto no programa de melho-
ramento genético do pessegueiro, em execucdo no Instituto Agrondémico.

No sentido de obter novos cultivares para as diversas faixas de pre-
cocidade, vém sendo realizados anualmente numerosos cruzamentos contro-
lados entre as selecGes de pessegueiros precoces existentes nas cole¢des de
manutencio de germoplasma. A deficiente germinagdo das sementes obtidas,
porém, tem prejudicado a formacgao de “seedlings™ em quantidade suficiente,
dificultando o desenvolvimento desse trabalho de melhoramento, nos moldes
desejados.

A ma germinacgdo das sementes de pessegueiros precoces tem expli-
cagdo no processo de maturagdo do fruto, em que um rdpido endureci-
mento do carogo restringe o acimulo de matéria organica na améndoa, o que
causa um desenvolvimento anormal do embrido, tornando-o pouco vigoroso
e incapaz de germinar naturalmente. Entretanto, o cultivo in vitro desses
embrides viabiliza a sua germinacdo e obten¢do de maior numero de plin-
tulas vigorosas, possibilitando a constituicio de grandes lotes de geno6tipos
precoces, para posterior selecio dos descendentes mais promissores.

O cultivo em meio artificial de embriGes de sementes de frutiferas,
especialmente do género Prunus, é bastante conhecido, e foi desenvolvido
ha meio século, através do emprego dos mais diversos métodos. DAVIDSON
(1933, 1935) e TUKEY (1933, 1938), na década de 30, utilizavam o meio
asséptico de cultura para induzir a germinacdo das sementes de plantas de-
ciduas, entre elas o pessegueiro, pesquisando, concomitantemente, a verna-
lizacdo dos embriGes € o desenvolvimento das plantas resultantes. SKIRM
(1942) fez uso do ““meio de cultura” para proporcionar condicSes de ger-
minac¢do s sementes de cruzamentos interespecificos dentro do género Pru-
nus. LAMMERTS (1942) utilizou a técnica de cultura de embrido para en-
curtar o ciclo de melhoramento das plantas deciduas. GILMORE (1950)
descreveu técnicas para melhor desenvolvimento dos embriGes de péssego,
em meio de cultura. KESTER & HESSE (1955) trabalharam com a cultura
de embriGes de péssegos, em relacdo as épocas de maturag¢do dos frutos.
SMITH et alii (1969) descreveram métodos para a germinacdo das sementes
de diferentes espécies frutiferas, detalhando particularmente a cultura do
embrido de péssego. Esses pesquisadores foram os pioneiros no emprego
desse método, oferecendo novas perspectivas aos melhoristas, na obtencio
de cultivares superiores, especialmente no que tange a precocidade de matu-
racio.
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BARBOSA et alii (1984), trabalhando com sementes de péssegos,
observaram que quando extraidas dos frutos e estratificadas imediatamente,
elas se apresentavam com a germina¢do significativamente aumentada, prin-
cipalmente em se tratando de material precoce.

Na Secdo de Fruticultura de Clima Temperado, procurou-se desen-
volver um método da cultura embrionaria, inicialmente de modo improvisa-
do, com utilizacdo dos equipamentos precarios disponiveis, tais como cam-
panulas de vidro com lamparinas e panelas de pressdo comuns. Apesar da
improvisa¢gdo e das dificuldades encontradas, obtiveram-se resultados pre-
liminares bastante promissores. A recente montagem dos equipamentos bd-
sicos necessdrios, com cidmara asséptica de fluxo laminar, autoclave, balanca,
possibilitou, finalmente, a ado¢do rotineira do processo padrio de cultura
embriondria, como uma etapa imprescindivel ao programa de melhora-
mento genético do pessegueiro, visando i obtencdo de cultivares cada vez
mais precoces.

O presente trabalho mostra os indices de germinacdo de sementes
de quinze cultivares de pessegueiro, a maioria de matura¢do precoce, alcan-
cados através do processo de cultura de embrido imaturo in vitro, em con-
fronto com os obtidos pela estratificacdo prévia de sementes a frio imido,
e relaciona esses resultados com o indice de precocidade de maturacdo de
cada material.

2. MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se, para esta experimentacdo, sementes de quinze sele-
¢oes de péssegos e nectarinas, constantes dos lotes de manutenc¢do de ger-
moplasma da Secao de Fruticultura de Clima Temperado, localizados na Es-
tacdo Experimental de Jundiai. Trata-se, em sua maioria, de selecSes preco-
ces introduzidas da Flérida, EUA, e de sele¢cdes do IAC de varias épocas de
maturacdo de frutos: ultraprecoce (‘Fla. 7-3P’); bem precoce (‘Flordaprin-
ce’, ‘Sumlite’, ‘Flordawon’, ‘Fla. 6-3N’ e ‘Fla. 3-4N’); precoce (‘Joia-1’,
‘Sunlite’, ‘Precoce de Itupeva’, ‘Rubro-sol’ e ‘Docura-2’); semiprecoce a
mediana (‘Setembrino’, ‘Talisma’ e ‘Catita’) e tardia (‘Boldo’) (CAMPINAS,
1980; OJIMA et alii, 1983a, 1983b, 1984; RIGITANO et alii, 1975; SHER-
MAN et alii, 1982).

No ano agricola de 1982, colheram-se os frutos semimaduros dessas
selecdes, e, no laboratdrio, extrairam-se os carogos, que foram superficial-
mente esterilizados com hipoclorito de soédio a 2,5% por 30 minutos, e dei-
xados 24 horas em dgua destilada. Apds esse periodo de hidratagdo, parti-
ram-se Os carogos, ¢ as améndoas tirgidas e integras, apds contadas e separa-
das em trés grupos de 50 cada um por sele¢do, foram colocadas em béque-
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res de 100ml, e esterilizadas com uma solu¢do de hipoclorito de soédio a
1% ¢ Tween a 0,1% por 10 minutos. A seguir, foram enxaguadas vdrias ve-
zes em Agua estéril e mantidas em ambiente asséptico.

Constituiram excecao a esse procedimento as sementes de sele-
¢ao Fla. 7-3P, cujas améndoas, bastante rudimentares, se apresentaram com-
pletamente atrofiadas. Com o primeiro grupo de 50 améndoas, destinadas
i cultura in vitro, fez-se a retirada da pelicula parda envolvente, em condi-
¢Oes assépticas da camara de fluxo laminar, mantendo-as em placas de Petri
esterilizadas em autoclave. Procedeu-se, em seguida, 3 “semeadura’ asséptica
dos embrides, acompanhados sempre de seus respectivos cotilédones, em
tubos de ensaios, com o meio nutritivo para germina¢do e desenvolvimento.

O meio foi composto de macro e microelementos de MURASHIGE
& SKOOG (1962), acrescido de: tiamina a 0,1mg/litro; dcido nicotinico a
0,5mg/litro; inositol a 100mg/litro; glicina a 20mg/litro; dcido giberélico a
0,1mg/litro; glicose 2 3% e dgar a 0,7%. O pH foi controlado para 5,6 com
0,IN de KOH.

Apbs a “‘semeadura” dos embrides, em nimero de S0 para cada
selecdo, os tubos de ensaio, devidamente vedados e identificados, foram
mantidos em ambiente de geladeira ao redor de 5°C por 50 dias (1.200
horas de frio).

Paralelamente 4 cultura dos embriGes in vitro, procedeu-se 3
estratificacdo das 100 améndoas remanescentes de cada selecdo em estudo,
mantendo-as por 50 dias em algoddo levemente umedecido, a 5-10°C de
temperatura. Cinqiienta delas foram estratificadas logo apds extraidas dos
frutos, e as outras 50, depois de permanecerem em ambiente de laboratério,
por 96 horas.

Transcorridos os 50 dias, foi possivel fazer a avaliacdo da germina-
¢do e o confronto dos trés métodos adotados.

Para determinar o ciclo de precocidade de maturagdo dos frutos,
efetuou-se o controle fenolégico da frutificacdo de cada selecdo, estiman-
do-se, em dias, o periodo compreendido entre o pleno florescimento das
plantas e o estidio comercial de colheita. Esse controle foi realizado em
1983, nos lotes experimentais localizados na Estacao Experimental de Jun-
diai, onde se verificaram as seguintes médias mensais de temperatura ¢ pre-
cipita¢do pluvial em grau Celsius e milimetro, respectivamente, no periodo de
observacdo: junho: 16,9 e 229,8; julho: 17,6 e 281,0; agosto: 17,6 e 165,0;
setembro: 17,9 e 291,6; outubro: 20,7 e 169,8; novembro: 22,3 ¢ 1754 ¢
dezembro: 23,1 e 224,0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds permanecerem durante 1.200 horas na geladeira, os embriGes
em meio de cultura apresentavam um bom inicio de crescimento, medindo
aproximadamente 4mm de comprimento nos cultivares precoces, e cerca de
9mm, nos medianos ¢ tardios. Retirados do ambiente frio e colocados no natu-
ral, a cerca de 259C de temperatura, no escuro, verificou-se um mais ripido
desenvolvimento dos embriGes, notavelmente da radicula. Transcorridos ape-
nas sete dias, ainda no escuro, o epicotilo ji media cerca de 2 e de 3cm de
comprimento e o hipocédtilo, ao redor de 5 e 7cm respectivamente para os
cultivares de ciclos de maturacdo entre 80 e 95 dias, e entre 112 e 200 dias.
Ap6és essa fase, os embriGes expostos 4 uz continua por vinte dias. apresen-
tavam-se com desenvolvimento normal, em condi¢Ges de serem transplanta-
dos para vasos com terra esterilizada.

Como se pode observar no quadro 1, houve acentuada diferen¢a na
germinacdo, dependendo do método utilizado. As sementes dos cultivares
das faixas de matura¢io mais precoce e que ficaram expostas por 96 horas
ao ambiente natural antes de serem estratificadas, perderam rapidamente o
poder germinativo, devido a desidratacdo das améndoas, mostrando percen-
tagens de germinacdo muito baixas, enquanto as sele¢Oes semiprecoces, me-
dianas e tardias, nao se desidrataram tao facilmente e apresentaram-se com
germinacdo normal.

Ao contririo, as sementes recém-extraidas dos frutos e imediata-
mente estratificadas, mesmo nos cultivares de maturacdo mais precoce, que
normalmente germinam mal pelo processo rotineiro, apresentaram-se com
indices de germinacdo satisfatérios. As demais sele¢Oes mostraram altas por-
centagens de germinacdo.

O método da cultura embriondria in vitro, por sua vez, proporcio-
nou os mais altos indices de germinacdo, tanto para os cultivares mais preco-
ces, 80 a 95%, como para os demais, que germinaram praticamente 100%.
A selecdo Fla. 7-3P, por ser extremamente precoce, com ciclo de maturacdo
dos frutos ao redor de 70 dias, e por apresentar embrido bastante atrofiado,
foi a Uinica excec¢do ao pleno éxito desse método. Nesse caso, talvez, a tinica
possibilidade que se vislumbra para a obtencdo de resultados positivos seria
o emprego da cultura in vitro do material embriondrio, em uma fase mais
antecipada de desenvolvimento dos frutos, ou seja, antes que ocorra o aborto
do embrido.

As altas germinagOes alcancadas através do método da cultura in
vitro de embriGes imaturos, evidentemente, conduzem a um maior rendimento
na formac¢do de “seedlings”, possibilitando a desejada dinamiza¢do dos tra-
balhos de melhoramento, com vista 4 obtencdo de novas selegdes cada vez
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QUADRO 1 — Germinagfo de sementes de pessegueiros de diferentes ciclos de precoci-
dade de maturagio, com o emprego de trés processos: 1. estratificagfo imediata das
améndoas; 2. estratificago apds 96 horas; 3. cultura embriondria in vitro. Instituto
Agrondmico, Campinas, 1983

Germinagao
Precocidade -
de
i i 7 Cultura
Cultivar maturagdo (¥) Estratificacdo i vitTo
. Apos
diat P
Imediata 96 horas
dias % % %

“Fla. 7.3 (") 70 0 0 0
‘Flordaprince’ (Fla. 5-2 P) 80 54 5 80
‘Maravilha’ (Fla. 13-72 P) 83 40 2 85
‘Flordawon’ 85 45 3 90
‘Fla. 6-3 N’ 86 80 5 90
‘Fla. 34 N 90 60 6 95
‘Joia’ (IAC 771-1) 95 95 5 100
‘Sunlite’ 95 88 15 100
‘Precoce de Itupeva’ (IAC 4474-5) 112 85 25 100
‘Rubro-sol’ (Sunred) 112 94 30 100
‘Dogura-2’ (IAC 2370-3) 115 97 30 100
‘Setembrino’ (IAC 2-70) 120 98 45 100
‘Talisma” (IAC 1353-11) 138 98 90 100
‘Catita’ (IAC TC-37) 150 100 95 100
‘Bolao’ (IAC 158-2) 200 100 100 100

(*) Tempo decorrido desde o pleno florescimento até a cotheita comercial.
(**) Améndoas com embrides abortivos.

mais precoces, nio sd de pessegueiros, inclusive nectarinas — mas também
de outras espécies do género Prunus, que apresentam sementes com caracte-
risticas similares.

Vale observar que os “seedlings™ obtidos em decorréncia do pre-
sente trabalho foram inicialmente desenvolvidos em vasos com terra esteri-
lizada, sob condi¢Bes controladas de ripado, & meia sombra, com 50% de
luminosidade, onde o crescimento das plantas foi dos mais satisfatorios.
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Os materiais descendentes dos paternais precoces, juntamente com
outros resultantes de poliniza¢Ges livres e controladas num total de 1.600,
foram destinados a formacdo do novo lote de selecdo de pessegueiros bem
precoces, em 1983, na Estacdo Experimental de Jundiai.

SUMMARY

IN VITRO EMBRYO CULTURE FOR EARLY RIPENING PEACH
BREEDING

This paper compares the results of an embryo culture with those of the
usual seed stratification process. One hundred seeds obtained from early ripening
peach were stratified either immediately aftet extraction from fruits (50 seeds) or
after exposure to room temperature for 96 hours (50 seeds). Embryos from mature
fruits were cultured aseptically in vitro on nutrient media containing the macro and
microelements of Murashige & Skoog, inusitol, thiamine, nicotinic acid, glycine,
GA3, sucrose and agar at 5°C for 50 days. Results showed that the culture media
increased the seed germination as compared with the stratification treatments. The
embryo-culture technique had the highest percentage of germination and of the
seedlings and could well be used in the breeding program to shorten the ripening
cycles of peaches.

Index terms: peach breeding, germination, in vitro embryo culture.
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