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RESUMO

Objetivando melhorar 0 desenvolvimento in vitro de embrifes de
péssegos e necldrinas, de maturagdo precoce, adicionou-se, emmeio basico
de cultura, o regulador de crescimento 6-benzilaminopurina {BAP} nas con-
centragdes de 0, b, 10, 15 e 2QuM. Esse meio consistu na soluglo salina de
Murashige & Skoog acrescido de Siamina, 1mg/; acido nicotnico, 0,5mgA;
inositol, 100mgA, glicina, 250mgA; glutamina, 500mg/l; asparagina, 250mgA,
acido giberélico, 0,1mg/; sacarose, 30g/, e 4gar, 6gA. A melhor taxa de
desenvolvimento dos embrides, apés 30dias de culura, ocorreu nas concen-
ragdes de 5 e 10uM de BAP, com uma emiss3c média de 4,6 brotos por
embrido. Nas concentragies de 15 e 20nM de BAP, o niimero de brotaglies
foi maior, porém com menor aproveitamento, devido 3 presenga dos sintomas
indesejaveis de vitrificagdo. O BAP néo eliminou, totalmente, a roseta e o
ananismo fisicldgico dos embrides.

Termnos de indaxagio: péssego, Prunus persica; nectarina, cultura in vitro de embrido,
regulador de crescimento, vitificagdo, vitoplantula, ananismo, melhoramento
genético.

ABSTRACT
IN VITRO EFFECTS OF 6-BENZYLAMINOPURINE (BAP) ON
EARLY PEACH AND NECTARINE EMBRYOS DEVELOPMENT

Embryos of early peach and nectarine were cultured on Murashige and
Skoog medium containing 3% sacarose, 0.6% agar and {in mg/iiter} 1 thiamin,
0.5 nicotinic acid, 100 inositol, 250 glycin, 500 glutamin, 250 asparagin, 0.1

{*) Trabalho realizado com subskiios parcisis do CNPq e da FAPESP. Recebido para pubiicagio
em 23 de abril e aceito em 10 de agosto de 1990.

{®) Seclio de Fruticultura de Clima Temperado, Instituto Agrondmico {IAC), Caixa Postal 28, 13001
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giberelic acid, ard BAP at concentrations of 0, 5, 10, 15 and 20uM. The
frequency of growth was as high as 100% when BAP was included in the
medium. The best development of he embryos occurred with BAP rates of
B and 10uM. At these concentrations of BAP, the mean number of advent-
tious shoots was 4.5 per embryo. The vitrification ratio was higher atconcen-
trations of 15 and 20uM. The inclusion of BAP, consistenty reduced but not
fully eliminated the rosete and dwarf appearances in vitroplanuwiles.

index terms: peach, Prunus persica; nectarine, breeding, embryo culture, vitrificatioh,
vitroplantules, rosette, dwarf.

A cultura in vitro de embrides de p&ssegos vem sendo utilizada ha
décadas no mundo, visando 3 obtengio de hibridos oriundos de cruzamentos
envolvendo patemais de maturagdo precoce dos frutos. Os pessegueiros com
tal caracteristica genética sdo deficientes na alocagdo de nutrientes cotile-
donares, o que causa baixa ou nula germinagio das sementes (DAVIDSON, 1933;
LAMMERTS, 1942; GILMORE, 1950; SMITH etal., 1969; BARBOSA etal., 1984}.
A cultura embriondria, neste caso, constitui eficaz ferramenta auxliar de wrabalho,
possibilitando ao methorista 0 resgate de indmeros hibridos de interesse, para
posterior sele¢do em campo.

Essa técnica de cultivo artificial de embrides imaturos é pesquisada no
IAC desde o final dos anos setentas, objetivando apolar os trabalhos de melho-
ramento genético do péssego e nectarina da Segdo de Fruticultura de Clima
Temperado. Nesse perfodo, houve muitas conquistas, principalmente no que
concerne a germinacdo de sementes hibridas malformadas (BARBOSA et al,,
1983, 1985) e & recuperagio de vitroplantulas com anomalias fisioldgicas (BAR-
BOSA et al,, 1988). Apesar dos bons resultados obtidos, constata-se a neces-
sidade de pesquisas complementares, visando melhorar o desenvolvimento dos
embrides e das vitroplintulas. Tem-se observado, em cuitura de tecidos de
Prunus, que as citocininas, em especial a 6-benzilaminopurina {BAP), promovem
excelente desenvolvimento em diversos tipos de explantes (LANE & COSSIO,
1986). Esse regulador de crescimento, associado as giberelinas, parece auxiliar
na quebra da endodorméncia das sementes, resultando em plintulas normais
(DIAZ & MARTIN, 1972). Dal, se empregados na cultura embriondria, poderiam
proporcionar adequado desenvolvimento e eliminar as anomallas fisiologicas das
plantulas, causadas pela agio dos Inibidores de crescimento, presentes nos
embrides (MONET, 1983; BARBOSA et al,, 1987, 1990b). Sabe-se, no entanto,
que o BAP, em concentragdes inadequadas, pode ocasionar nos explantes in vitro
excessiva calogénese e variados sintomas de vitrificagio (JONES, 1967; JOR-
DAN, 1980; PASQUALETTO et al., 1986; BARBOSA et al., 1990a).

Material @ Métodos

Os embrites utilizados na cultura in vitro foram extraldos de sementes
de plantas Fy, cultivadas na Estagdo Experimental de Jundial e oriundas de
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cruzamentos envolvendo péssegos e nectarinas precoces, a seguir discriminados:
IAC 185(") (IAC N 679-1 x "Josefina’); IAC 485 ('Josefina’ x 'Centenaria’); IAC 585
(‘Josefina’ x 'Joia-1"); IAC 685 (‘Centendria’ X Tropical’); IAC 785 (‘Centenaria’ x
Fla. 7-3P); IAC 885 (IAC N 2080-72 x 'Precocinho’); IAC 985 (IAC N 2680-20 x Fla.

7-3P); 1AC 1085 (Dourado-1’ x Fia. 7-3P) 1AC 1385 (IAC N 2080-14 x Tropical’)
e IAC 1984 ('Jéia-2' x Fla. 7-3P).

No preparo dos embrides & cultura, empregou-se 0 método de SMITH et
al. (1969) e de BARBOSA et al. (1985).

O meio basico de cultura fol composto de solugdo salina de MURASHIGE
& SKOOG (1962); tiamina, 1mg/l; acido nicotinico, 0,5mg/; inositol, 100mgA;
glicina, 250mg/l; glutamina, 500mg/; asparagina, 250mg/l; acido giberélico,
0.1mg/; sacarose, 30gA, e agar, 6gl. A esse meio, adicionou-se 0 BAP nas
concentragdes de: 0, 5, 10, 15 e 20uM. Ajustou-se o pH a 6,0, com KOH a 0,1N,
considerando-se uma acidificacdo da 2ordem de 0,3 ap6s a autoclavagem do meio
por 15 minutos a 171°C e 1,1kg/cm® de pressdo. Utllizaram-se, por frasco de
cultura, cerca de 12ml do meio.

Inocularam-se, ao acaso, em cultura, 100 embrides de cada material,
com 20 repetigbes por tratamento, mantendo—os em sala de crescimento, com
fotoperfodo de 20 horas e temperatura de 28 £2°C. O melo foi renovado a cada
15 dias, com a mesma constituigéo inicial.

Apbs 30 dias de cultivo, avaliou-se 0 experimento através do numero de
brotos laterais emitidos pelos embrides e da porcentagem de vitroplantulas com
sintomas de roseta, ananismo e vitrificagdo. O crescimento inicial do material fol
avaliado depois do 10.° dia da inoculagéo in vitro.

Resultados e Discussio

Com o emprego do BAP, ohteve-se crescimento de 100% em todo o
material pesquisado. Os embrides ndo submetidos ao BAP tiveram um crescimen-
to médio de 80%, verificado apSs 10 dias da inoculagdo. A contaminagio por
fungos e bactérias fol, em geral, menor que 2%, ndo chegando a prejudicar
demasiadamente o desenvolvimento do material afetado.

O crescimento Inicial dos embrides néo 80 alterou pelas concentragées
de BAP. Crescimento visivel fol verificado do 2.° a0 5.° dia, quando os cotilédones
se tornaram fotossintetizantes, colncidindo com a emisséo da radicula. O malor
efeito de BAP foi notado logo apds a primeira semana de cultivo. As gemas da
base das folhas cotiledonares desenvolveram-se vigorosamente, originando
brotagdes que ndo demoraram a se igualar, em tamanho, com o caule principal.
Isso ocorreu na totalidade das linhagens. Em condigbes normais de germinagao

('} O(s) primeiro(s) niimero(s) refere{m)-se & identificachio dos paternais e os dois ditimos, ao ano
docruzamento.
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(BARBOSA et al., 1986), essas gemas dos cotilédones raramente se desenvol-
vem, permanecendo latentes durante toda a ontogénese do pesseguelro.

Com 22 dias de cultivo in vitro, uma semana, portanto, apés a renovagio
do melo, iniciou-se a emissdo de brotos laterais das plantulas F2. Decorrido um
més nessas condigbes, as brotagdes ja se multiplicavam progressivamente (Qua-
dro 1).

Apesar de inferiores, as brotagdes verificadas nas concentragdes de 5 e
10uM de BAP se apresentaram, em geral, com aspecto vegetativo mais adequado.
Nas concentragdes de 15 e 20uM, a 1axa de multiplicagdo foi bem maior, porém
ocorreram altas produgbes de calos na base das pldntulas e sintomas de
vitrificagdo nas brotagGes, reduzindo o nimero de propagulos aproveitavels.
Essas constatagbes confirmam os relatos de JONES (1967); JORDAN (1980);
ZIMMERMAN (1984); PASQUALETTO et al. (1986); BARBOSA et al. (1990a).

Se, por um lado, as maiores concentragdes de BAP aumentaram a
porcentagem de vitrificagdo, por outro promoveram menores sintomas de
anomalias fisiolégicas (Figura 1), causadas pela presenca de inibidores de cresci-
mento (DIAZ & MARTIN, 1972; BONAMY & DENNIS, 1977). Essas anomalias se
referem 3 roseta e ao ananismo, afetando a forma das folhas, tornando-as
assimétricas, retorcidas e débeis, devido & reducio unilateral de seu crescimento
{FLEMION & BEARDOW, 1363; MONET, 1983; BARBOSA et al., 1989). As
vitroplantulas andmalas foram recuperadas, de pronto, pelo método de desponta
apical, que slimina eficazmente tais sintomas in vitro (BARBOSA et al., 1989).

QUADRO 1. Efeito das concentragdes de 6-benzilaminopurina {BAP), no nimero médic de
brotos laterais, em plantulas F, de péssegos e nectarinas precoces cultivados in vitro
por 30 dias. Segéc de Fruticultura de Clima Temperado, 1AC, 1989

Concentrag@io de BAP {uM)

Material

0 5 10 15 20

ng

IAC 185 14 3,4 6,5 8,0 11,0
IAC 485 1,5 4,1 8,8 9,5 12,5
IAC 585 0,0 3,9 4,9 6,7 10,9
IAC 685 0,4 4,0 5,1 8,6 10,2
IAC 785 0,2 4,2 5,9 6,8 9,2
IAC 885 0,6 5,0 5,2 7.5 12,0
IAC 985 1,5 4,8 6,8 8,4 9,4
IAC 1085 0,0 3.8 42 5,9 73
IAC 1385 1,2 4,6 6,2 7.9 9,7
IAC 1984 0,0 4,1 5,1 7,2 7.9
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Figura 1. Porcentagem de vitropléntulas F2 de linhagens de péssegos e nectarinas
com anomalias fisioldgicas (roseta e ananismo), com base nas concentragdes
de 6-benzilaminopurina (BAP). Segdo de Fruticultura de Clima Temperado,
IAC, 1989.

A melhor concentragdo de BAP, para o dgsenvolvimento dos embriGes
do material pasquisado, deve situar-se entre 5 e10 4M. A associa¢3o ao meio de
cultura de O,1tmg de GAs n3o eliminou os sintomas fisiolégicos comuns de
insuficiéncia de frio das vitroplantulas F2 (DONOHO & WALKER, 1957; BARBOSA
et al., 1987, 1990h). Na tentativa de obtengdo de viroplantulas completamente
normais de pessegueiro, nova combinacio de GA3 e de BAP deverd ser experi-
mentada.

As brotagdes laterais que surgem da base dos cotilédones, ou do préprio
caule das plantlas, aumentam a taxa de multiplicagdo vegetativa de gendétipos de
interesse para o melhoramento genético. Esses propagulos podem ser repicados
e enraizados in vitro, para constituicio das repetices clonais nos campos de
selecdo. Se cultivados, em parts, in vitro, garantem, por tempo indeterminado, ¢
gendétipo do material, sendo, portanto, outra maneira de manter o germoplasma.
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